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Résumé

Résume

Aujourd’hui, il existe un intérét croissant pour les productions biologiques et
écoresponsables ainsi que les techniques alternatives aux produits chimiques. L’ail (Allium
sativum L.) est de plus en plus mis en avant pour ses propriétés antimicrobiennes. Ainsi, cette
¢tude a été réalisée avec pour objectif de déterminer I’effet inhibiteur des extraits d’ail
obtenus a partir de plusieurs méthodes d’extraction, hydro-distillation ; macération a chaud ;
macération a froid et extraction du jus, sur la croissance de B.cereus, E.coli, M.luteus,
P.mirabilis, S.typhimurium et C.albicans. En plus, I’étude de I’effet bactéricide de ces extraits
ajoutés dans la chaire de poulet. Le test de sensibilité a été effectué in vitro par la méthode de
diffusion sur Muller Hinton. Les extraits obtenus par hydro-distillation et macération a chaud
ne montrent aucun résultat inhibiteur. Le jus frais d’ail est trés efficace contre les souches
étudiées, la zone d’inhibition la plus grande a été enregistré contre Micrococcus luteus
(23,33mm) et Salmonella typhimurium (20,16 mm). Les concentrations minimales inhibitrice
obtenues pour le jus d’ail et le macérat a froid sont de 50%, ce qui équivaut a 25ul/25pl.
L’activité bactéricide est obtenue par le jus frais et le macérat a froid avec la concentration
75% (37.5 pl /12.5ul). L’application de 10l de CMB (75%) de jus d’ail et de le macérat a
froid dans 1g du viande entreposee a 4+1°C pendant 16 jours. A la fin de la conservation,
nous avons enregistré des pourcentages d’inhibitions trés importants par le jus d’ail. Les
coliformes sont inhibés a 100% alors que la Flore totale est inhibée a 10,76%. D’apres ces
résultats, L’ail offre une alternative prometteuse comme bio-conservateur et peut compléter
celui de la réfrigération.
Mots clés: Allium sativum L., activité antimicrobienne, hydro-distillation, maceération,

conservation, viande de poulet.
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Abstract

Abstract

Today, there is a growing interest in organic and environmentally responsible
production and alternative techniques to chemicals. Garlic (Allium sativum L.) is increasingly
being promoted for its antimicrobial properties. Thus, this study was conducted with the
objective of determining the inhibitory effect of garlic extracts obtained from several
extraction methods, hydro-distillation; hot maceration; cold maceration and juice extraction,
on the growth of B.cereus, E.coli, M.luteus, P.mirabilis, S.typhimurium and C.albicans. In
addition, the study of the bactericidal effect of these extracts added in chicken meat. The
sensitivity test was performed in vitro diffusion method on the Muller Hinton medium. The
extracts obtained by hydro-distillation and hot maceration showed no inhibitory results. The
fresh garlic juice is very effective against the studied strains, the largest zone of inhibition was
recorded against Micrococcus luteus (23.33 mm) and Salmonella typhimurium (20.16 mm).
The minimum inhibitory concentrations obtained for garlic juice and cold macerate are 50%,
which is equivalent to 25ul/25ul. Bactericidal activity is obtained by the fresh juice and the
cold macerate with the concentration 75% (37.5ul /12.5ul). The application of 10ul of CMB
(75%) of garlic juice and the cold macerate 1g of meat stored at 4+1°C for 16 days. At the end
of storage, we recorded very high percentages of inhibition by garlic juice. Coliforms were
inhibited to 100% while total Flora was inhibited to 10.76%. According to these results, garlic
offers a promising alternative as a bio preservative and can complement that of refrigeration.
Keywords: Allium sativum L., antimicrobial activity, hydro-distillation, maceration,

preservation, chicken meat.
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Introduction

Introduction

En Algérie, certains commercants ne respectent pas la chaine du froid pour les produits
périssables et les normes d'hygiéne et de conservation de ces aliments. Ces pratiques peuvent
d'une part altérer leurs qualités marchandes (le godt, I'odeur, l'aspect,....) et d'autres part, elles
causent deux types de maladies alimentaires : les toxi-infections alimentaires (TIA) et les
maladies infectieuses (Budjulobo, 2010).

Parmi ces maladies transmissibles par les aliments on a les toxi-infections alimentaires
(T1A), qui sont généralement définies comme une contamination par voie digestive qui survient
a la suite de I’absorption d’une denrée alimentaire souillée par des germes transmis par I’eau et
I’aliment. Les TIA causent des troubles digestifs divers (nausées, vomissement, diarrhées, les
maux de téte et des douleurs abdominales), mais aussi peuvent étre la cause de mortalité (Bouhi
et al., 2006). Si I'infection alimentaire est commune a plusieurs personnes on parle de TIAC
c’est a dire une Toxi-Infection Alimentaire Collective. En général les toxi-infections
alimentaires représentent un probléme courant et croissant de santé publique au niveau mondial
et aussi pour les pays industrialisés que pour les pays en voie de développement.

En Algérie les TIAC constituent un sérieux probléeme de santé publique, tout au long de
I’année, avec des impacts considerables sur le plan économique (Bacha, 2015). Dix mille cas
d'intoxication alimentaire, dont 7 déces, ont éte enregistrés en 2018, selon un bilan présenté par
le Directeur de la prévention au ministére de la Santé, de la Population et de la Réforme
hospitaliére. Imputant les intoxications alimentaires au non-respect des régles d’hygiéne et a la
mauvaise conservation des produits alimentaires, notamment périssables. la méme source a fait
savoir que I'Algérie enregistrait, annuellement, entre 5.000 et 10.000 cas, particulierement
durant la saison estivale. (APS, 2019).

La majorité du temps ces intoxications sont dues a la consommation de viandes,
considérées comme un aliment de choix en raison de sa valeur nutritive. Sa richesse en protéines
et la nature de celle-ci en font un aliment indispensable pour une ration alimentaire équilibrée.
En raison de ses qualités nutritionnelles, la viande constitue un terrain tres favorable a la plupart
des contaminations microbiennes. (Oumokhtar et al., 1998).

La fréquence de consommation de ces produits, varie d’un pays a un autre selon les
conditions socio-économiques. D’aprés une évaluation des fréquences de consommation
alimentaire des ménages algériens, en fonction des caractéristiques socio-économiques
(Bensalem et al., 2014), la consommation globale des viandes blanches est deux fois plus

importante que les viandes rouges. Cela est lié au revenu limité des consommateurs algériens

[1]
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et au prix élevé des autres viandes rouges et poissons, ainsi qu’a la production avicole
importante en Algérie.

La viande de poulet est un aliment qui s’altére rapidement vue sa tendreté et sa richesse
en eau, en protéines et en sels minéraux. Ces criteres présentent la viande comme un milieu de
culture riche et accessible aux microorganismes. Le profil microbiologique de la viande de
volaille, limite fortement sa date d’utilisation optimale (DLUO) d’ou son altération rapide (Van
immersseel et al., 2004).

Cette viande est un substrat favorable aux développements des micro-organismes
(Delcenserie et al., 2002) en raison de sa richesse en nutriments. Ces micro-organismes peuvent
entrainer des modifications de I’odeur, de la couleur, de la texture et produisent des substances
toxiques (Pierre, 1998). Les germes mis en cause sont surtout Staphylococcus aureus,
Clostridium perfringens, Salmonella, Campylobacter, Yersinia.....etc. (Cartier, 2007).

En Algérie, les TIAC liées a la consommation de viande de volailles sont de plus en
plus fréquentes entre 5000 et 10000 cas par an (Elgroud, 2020). Et peuvent toujours provoquer
des incidences graves sur la santé des consommateurs.

La conservation de la viande de poulet, sur le plan alimentaire, comprend un ensemble
de procedés de traitement destinés a conserver les propriétés nutritives, le godt, la texture et la
couleur de I'aliment cru, mi- cuit ou cuit, en veillant a le garder comestible, préservé de tout
élément qui pourrait provoquer une intoxication alimentaire. Plusieurs méthodes de
conservation peuvent s’ajouter a la réfrigération, et a la congélation comme [’utilisation
d’antibiotique, le séchage, le respect des normes, La législation en matiere de sécurité
alimentaire et d'hygiéne est principalement axée sur le contrdle de la matiére premiére jusqu’au
produit fini afin de garantir la conformité en respectant les normes de sécurité et de qualité
(Becila, 2009), et I’adjonction d’additifs alimentaires chimiques. 11 s’agit par exemple du nitrite
de sodium, du dioxyde de soufre et de sulfites souvent utilisés (Ayessou et al., 2014).

Pour éviter les effets nocifs de ces additifs chimiques et pour une meilleure sécurité
alimentaire, des conservateurs alternatifs d’origine naturelle sont nécessaires pour répondre a
la demande des consommateurs. Ces alternatifs peuvent étre la bio-conservation, dont les
activités antibactériennes sont reconnues. De plus, I'utilisation des produits naturels est plus
¢conomique pour I'industrie agroalimentaire a 1’échelle nationale et mondiale, comme les
plantes.

Le recours a des produits naturels utilisés en médecine traditionnelle sont moins cheres
et sans effets indésirables. Cette utilisation ne suit pas des regles précises et ne tient pas compte

des nouvelles nécessitées de la thérapeutique actuelle. Ainsi, beaucoup d’études se sont
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intéressées a I’étude de ces plantes dans le but de rechercher des substances actives et
d’identifier leurs modes d’actions. Parmi les éléments thérapeutiques de la médecine, I’ail est
toujours cité.

Utilisé depuis des millénaires, 1’ail est un des condiments majeur de la cuisine. Il a des
propriétés thérapeutiques formidables et peut aider a mieux combattre tous types d’infection.
C’est un antiviral, un antibactérien et un antifongique qui permet d’éliminer les microbes
responsables de certaines infections notamment les diarrhées et les douleurs abdominales. Il
s’agit d’ailleurs d’une des missions que ce mémoire s’assigne : Prouver que I’ail est bel est bien
un conservateur est pas seulement une simple épice. L’ail dont la saveur puissante n’a pas d’égal
pour relever le gout de nos plats est cultivé un peu partout a travers le monde. L’ail (Allium
Sativum) est largement utilisé en cuisine, cette plante est placée dans la méme catégorie que les
oignons, les poireaux et les échalotes. L’ail est utilis¢ comme épice et/ou condiment, il est
commercialisé sous différentes formes tel que la forme poudre, jus, ou bien sous forme d’huile
(Teuscher et al., 2005).

L’ail est non seulement utilis¢é en cuisine comme condiment pour ses vertus
aromatiques, car il releve le godt des viandes et des sauces mais utilisé aussi en phytothérapie
vue ses effets anti-tumoraux, anti-cholestérol, antifongiques, antibactériens, antiviraux,
antiparasitaires, antioxydants et hypoglycémiants. Il agit aussi sur le systeme vasculaire (Tahri
et al., 2007). En médecine traditionnelle, le recours a I’utilisation des plantes et/ou de leurs
extraits est une approche biologique sans effets négatifs sur 1’écologie (Sokovi¢ et Van
Griensven, 2006).

L’ail appartient a la famille Amaryllidaceae, et au genre allium, Dans ce genre, plus de
750 especes sont identifiées et réparties en 60 groupes taxonomiques. C’est une plante bulbeuse
dont la domestication est trés ancienne (So et al., 2021) qui joue depuis des siecles lI'un des
réles alimentaires et médicinaux les plus importants chez I'homme. Il est cultivé depuis
I'Antiquité, utilisé comme épice et arome (Bozin et al., 2008).

L’ail frais renferme des quantités importantes de y-glutamylcystéines, composés de
réserve, lesquels, par hydrolyse et oxydation peuvent former de I’alliine (la cystéine sulfoxyde),
molécule majoritaire (Agarwal, 1996), qui représente 24% du poids total du bulbe. Cette
molécule présente dans les bulbes intacts, peut s’accumuler naturellement durant la
conservation de I’ail a température ambiante. Elle s’est avérée étre le précurseur stable converti
en allicine par I’action d’une enzyme nommée ’alliinase. Cette réaction ne peut avoir lieu que

si les tissus sont écrasés ou endommagés car les deux composés se trouvent dans des
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compartiments cellulaires différents. Les y-glutamylcystéines donnent aussi des Sallyl-L-
cystéine (Xu et al., 2015).

Les principes actifs de la gousse d’ail sont séparés en deux groupes, les composés
volatils et non volatils. La transformation de 1’alliine, précurseur aromatique principal, en
diverses molécules odorantes aux propriétés démontrées, est la clé de la génération de la plupart
des molécules actives de I’ail (Dethier, 2010).

L’allicine est une molécule volatile qui est miscible dans les solutés. Elle est rapidement
oxydée pour donner naissance aux disulfures d’allyles qui sont les principaux constituants de
I’essence d’ail. Par condensation, ces derniers donnent des composés secondaires appelés les
Ajoénes, les Diallyl sulfures, les Diallyl disulfures, les Diallyltétrasulfures et autres qui sont
¢galement responsables de 1’odeur de I’ail (Pittler et Ernst, 2007).

L’ Allicine et d'autres composés soufrés sont considérés comme les principaux compose€s
responsables de l'effet antimicrobien de l'ail. L'ail est efficace contre un certain nombre de
bactéries Gram négatif, Gram positif et certains champignons. L’effet de 1’allicine sur les
enzymes a thiol et son pouvoir a traverser la paroi bactérienne, semble étre la base de son
activité biologique (Meddeb, 2008). L’ail possede un effet fongicide et il peut aussi empécher
la formation des mycotoxines comme 1’aflatoxine pour Aspergillus parasiticus (Meddeb,
2008). L’allicine est le principal composant responsable de I’inhibition de la croissance
fongique. En possédant une activité fongicide et fongistatique (Ghesquiere, 2016). De méme,
I’allicine est capable d’empécher la germination des spores et la croissance des hyphes.
Diverses souches fongiques sont trés sensibles a une préparation pure d’allicine, exemple
Candida albicans (Meddeb, 2008). Et elle s’est révélée trés efficace contre les espéces de
Candida, Crytococcus, Trichophyton, Epidermophyton et Microsporum en faible concentration
(Yamada et Azuma., 1997). L’ajoéne possede également une activité anti fongique contre :
Scedosporium prolificans (Davis et al., 2003) Aspergillus niger et Candida albicans (Yoshida
et al., 1987).

L’¢laboration de ce mémoire a pour principale source nos connaissances acquises tout
au long de notre formation et de nos recherches personnelles. Ce sujet nous a semblé d’autant
plus intéressant que la flore Algérienne est extrémement riche en plantes médicinales et
aromatiques. L’objectif de ce travail est de valoriser les extraits de I’ail et de mettre en évidence
son activité antimicrobienne testée sur une matrice alimentaire, la viande de poulet, en lui
introduisant des volumes égaux, conservée pendant seize jours a 4°C. Des analyses

microbiologiques ont été réalisées chaque quatre jour d’entreposage.
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Chapitre I : Matériels et Méthodes
I.1. Objectif

L’objectif principal de cette étude est d’évaluer in vitro les propriétés
antibactériennes et antifongiques des extraits des bulbes d’Allium sativum. Ces mémes
extraits sont également testés tels qu’ils sont utilisés en conservation des aliments (la viande
de poulet).

1.2. Lieu de réalisation

Les analyses ont été effectuées au niveau des laboratoires de Microbiologie et de
Biochimie de la faculté des sciences de la nature et de la vie et des sciences de la terre et de
I’univers de I'université situé dans la faculté des sciences techniques (Mohamed El Bachir El
Ibrahimi, Bordj Bou Arreridj). Depuis le 1 Mars jusqu’au 30 Avril 2022.

1.3. Matériels
1.3.1. Récolte et identification du matériel vegétal
Le matériel végétal est constitué des bulbes d’Allium sativum (Photo 1). Ces plantes ont

¢té identifiées au niveau de notre laboratoire. Il s’agit de 1’ail commun ou blanc

(ophioscorodon). Les bulbes d’A. sativum commercialisés sur le marché de Bordj Bou Arrerid]
(Nord-est de I’ Algérie).

Photo 1 : Photographie du matériel végétal. (Photographies personnelles)
1.3.2. Matériel alimentaire
Notre étude expérimentale a porté sur la chaire du poulet (Photo 2) commercialisé dans
la ville de Bordj Bou Arreridj durant le mois de mars. La quantité prélevée est d’environ 1Kg
de viande. Le transport des échantillons s’est effectué dans la glaciére en respectant les régles
de bonne pratique d’échantillonnage ; une fois au laboratoire, elle a été mise dans le

réfrigérateur a une température de 4+1°C.
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Photo 2 : Photographie de la viande de poulet. (Photographie personnelle)

1.3.3. Matériel biologique

Les tests antimicrobiens ont été effectués sur une gamme de germes couramment
responsables de diverses pathologies d’origine alimentaire. Les microorganismes étudiés et
leurs références sont rapportés dans le Tableau I. L’ensemble des souches appartiennent a la
collection du Laboratoire de microbiologie de la faculté des sciences de la nature et de la vie et
des sciences de la terre et de l'univers, Université Mohammed el Bachir el Ibrahimi Bordj Bou
Acrreridj.

Tableau | : Reférences des souches microbiennes utilisées.

Souches Testée Références Type de Gram
Escherichia coli ATCC 25922 Gram-
Proteus mirabilis ATCC 35659 Gram-
Salmonella typhimurium ATCC 13311 Gram-
Bacillus cereus ATCC 10876 Gram+
Micrococcus luteus ATCC 10240 Gram+
Candida albicans ATCC 1024 /

1.3.4. Autres matériaux
Tous les appareils, solvant et milieux de cultures ainsi que leurs compositions utilisés dans

ce travail sont mentionnés en détail dans 1’ Annexe.
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1.4. Méthodes
1.4.1. Préparation du matériel végeétale

La réalisation de cette étape doit é&tre minutieuse pour permettre 1’obtention d’un broyat fin
et homogéne. Les bulbes ont été séparés a la main afin d’éliminer la présence potenticlle de
pesticides a sa surface, puis épluchés avec un couteau pour retirer I’épiderme restant. La matiére
obtenue a été broyée a I’aide d’un broyeur électrique (Hachoir de la marque Moulinex) jusqu’a

’obtention broyat frais et tres fin (Photo 3) (Bourgoin et al., 2017).

Photo 3 : Broyage de I’ail. (Photographie personnelle)
1.4.2. Taux d*"humidité
La méthode utilisée est celle préconisée par la norme AFNOR, (NF V 18-1095).
L'humidité est déterminée par la perte de masse résultant d'un séchage a une température de
103°C pendant 24 heures dans une étuve (Photo 4). Pour cela, on pése 5 g de I'échantillon, dans
une boite de Pétri en verre. Le résultat est exprimé en pourcentage d’humidité. (Radi et al.,
2022)

H% : pourcentage d’humidité.
My : masse de I’ail (frais) avant séchage.

M : masse de I’ail (séche) apres séchage.
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Photo 4 : L’ail avant et apres séchage. (Photographies personnelles)
1.4.3. Préparation des extraits
1.4.3.1. Hydro-distillation

L’hydro-distillateur Clevenger a permis de récupérer 3 composeés : le distillat (D), le
macérat (M) et ’huile essentielle (HE). Les huiles essentielles sont obtenues par entrainement
a la vapeur d’eau dans I’appareil Clevenger (Photo 5). 1000 g de ces parties fraiches sont
soumises a I’extraction.

L’huile essentielle a été récupérée dans un tube en verre aprés centrifugation a 4500
tours/minutes pendant 7 minutes. La récupération de I’huile essentielle a été faite avec une
seringue. Ce procédé d’extraction a été répété trois fois. Le stockage du distillat, du macérat
s’est faite dans des pots en plastique stériles, et celle des huiles essentielles dans un tube a essai
stérile en verre (Photo 5). L’ensemble a été emballé dans de I’aluminium et placé dans un sac
plastique alimentaire de couleur noir a +4 °C afin d’empécher d’éventuelles contaminations
lors de la conservation et éviter que la lumiére pénétre et affecte les extraits. La mesure du pH,

a éete effectuée pour le macérat (Bourgoin et al., 2017).
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Distillat

Huile essentiel

Photo 5 : L’extraction par hydro-distillation. (Photographies personnelles)
1.4.3.2. Rendement en huile

Le rendement d’extraction de 'huile essentielle de ’ail a été calculé a 1’aide de
I’équation suivante : (Hellal, 2011)

Rdt= —————— x100
M

(=]

Avec :

Rdt : Rendement d’extraction de ’huile essentielle ;

MO : Masse de la matiére végétale utilisée (bulbes d’ail) ;
M1 : Masse de I’huile essentielle obtenue.

1.4.3.3. Macération a chaud (MC)

100 grammes d’ail broyé et 500 millilitres d’eau ont été ajoutés dans un ballon de 1 litre.
La macération a duré 1 heure a partir de I’ébullition. A la fin de la macération, le macérat a été
filtré pour retirer les morceaux solides (Photo 6). Il a été effectué une mesure de pH. Le macéréat
a été emballé dans de I’aluminium et placé dans un sac plastique alimentaire de couleur noir et

conservé a +4 °C (Bourgoin et al., 2017).
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Photo 6 : Extraction par Macération a chaud. (Photographies personnelles)
1.4.3.4. Macération a froid (MF)

100 grammes d’ail broy¢ et 500 millilitres d’eau ont été ajoutés dans un ballon de 1 litre.
La macération a duré 24 heures a température ambiante (+20°C). Un bouchon a été placé sur le
ballon pour éviter les pertes de substances volatiles. A la fin de la macération, le macérat a été
filtré pour retirer les morceaux solides. Il a été effectué une mesure de pH. Le macérat a été
emball¢ dans de I’aluminium et placé dans un sac plastique alimentaire de couleur noir et

conservé a +4 °C (Bourgoin et al., 2017).

Photo 7 : Extraction par macération a froid. (Photographies personnelles)
1.4.3.5. Extrait brut (jus d’ail)

500 gramme de bulbes d’ail sont nettoyés et débarrassés de toutes leurs enveloppes. On
pése les gousses avant de les mettre dans le blinder (de la marque Silver Crest). Le jus frais est
obtenu aprés broyage et filtration a travers une Bande a gaz, le filtrat est ensuite centrifugé a
3000 tr/min pendant 20 min et le surnageant est récupéré (Photo 8). Le jus est conservé a +4°C
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dans un flacon en verre stérile ferme hermétiquement pour empécher la perte des composés
volatiles et recouvert de papier aluminium (Benmeddour et al., 2015).

Photo 8 : Jus d’ail aprés extraction. (Photographie personnelle)
1.4.3.6. Rendement en jus d’ail
Le calcul du rendement d’un extrait brut ou de jus d’une plante, est le rapport entre le poids de
jus extrait et le poids du végétal traité. Le rendement est exprimé en pourcentage (%) et calculé
Par la formule suivant (Cheradi et Sarni, 2016) :

Pe

R = x100
Pv

R =rendement en jus en %.
Pe = poids du jus extrait en gramme.

Pv = poids de la biomasse végétale traitée en gramme.
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1.5. Activité antibactérienne et antifongique
1.5.1. Test de sensibilite

Le pouvoir inhibiteur des extraits est testé sur des microorganismes pathogénes, cing
souches bactériennes et une souche fongique. La méthode de diffusion sur milieu Mueller-
Hinton (MH) est suivie pour tester ’effet de 1’huile essentielle, macérat de distillation, distillat,
macérat froid, macérat chaud et le jus d’ail. Des disques en papier Wattman (5 mm de diametre)
sont chargés avec 10uL de chaque extrait, un disque supplémentaire est réservé pour le témoin
négatif (DMSO ou eau distillée) chargé par le méme volume. Deux antibiotiques (gentamicine
120mcg, chloramphénicol 30mcg) sont utilisés comme des témoins positifs.

Pour la levure, les tests sont réalisés par incorporation de 1 ml de la dilution dans 9 ml
du milieu Sabouraud en surfusion, puis le milieu est coulé dans la boite (Figure 1)
(Benmeddour et al., 2015).

Des cultures bactériennes jeunes (24 h) et des levures jeunes (72 pour C. albicans) sont
testées. Pour les souches bactériennes, le milieu MH est ensemencé par une suspension de 108
UFC/ml (Unité formant colonie) standardisée a la longueur d'onde A = 620 nm (selon le standard
MC Ferland, une densité optique de 0.08 a 0.1 correspond approximativement a une
concentration de 108 UFC/ml) (Goldman et Green, 2008). Pour la souche de C. albicans, les
boites sont ensemencées a partir d’une jeune suspension diluée. Les boites des souches
bactériennes sont incubées a 37°C pendant 24 h, celles de C. albicans a 30°C pendant 48 h cette
durée permet selon (Gilbert et Woods, 2006) la colonisation de toute la gélose.

Tous les tests y compris les témoins sont répéetés 03 fois sous les mémes conditions
expérimentales. En fin de I’incubation, I’effet des extraits sur les bactéries et levures est évalué
par la mesure des diamétres des zones d’inhibition. Le degré de sensibilité selon Ponce et al.,
(2003) : résistante < 8mm ; sensible : 9mm < diamétre<l14mm ; trés sensible : 15mm

<diametre<19mm ; Extrémement sensible : >20mm. (Benmeddour et al., 2015).
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Milieu MHA
L’extrait — PPy
Disque \\\ %
—_—— Disque imbibé

Boite de petri vide Milieu MHA

Boite de Petri
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sensible

Disque

Développement
bactérien

Sur la gélose
Bactérie
extrémement

sensible
Pas d’inhibition du

développement: la
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Figure 1 : Schéma explicatif de la technique de réalisation du test de sensibilité et

I’interprétation de ces résultats.

1.5.2. Concentration minimale inhibitrice (CMI)

Cette technique consiste a inoculer, une gamme de volumes croissants de deux extraits
les plus efficaces (jus d’ail et macérat a froid). Aprés incubation, l'observation de la gamme
permet de déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI), qui correspond a la plus
faible concentration d'extraits pour laquelle la croissance bactérienne n'est plus visible in vitro

(pas de croissance mais 100% de bactéries survivantes).
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Des dilutions sont préparées (100%, 75%, 50%, 20%, 10%, 5%), le jus d’ail et le
macérat a froid sont dilués dans I’eau distillée (v jus/v eau distillée : 50ul/Opl ; 37,5u1/12,5ul ;
25l /25l ; 10l /30l ; 10l / 40ul ; 2,5ul /47,5ul) (Benmeddour et al., 2015).

La méthode consiste a transférer 10pl de chaque dilution préparée dans six tubes a essai
contenant le milieu de culture bouillon Muller-Hinton (10ml) et 100 uL pour chaque souche
bactérienne. Pour chaque souche bactérienne et fongique un tube témoin a été effectué
contenant 100 uL de suspension bactérienne et 10 ml de milieu bouillon Miller Hinton. La CMI
est déterminée aprés une incubation de 24 heures a 37°C pour les bactéries, et de 72 heures a
30°C pour la souche fongique (Figure 2).

Extrait utilisée

Bouillon MH (10ml)
+ 100 pL. de la souche L Ll L L | ,
bactérienne/ fongique | | | | [ | ‘ |

v A W/ v A\ v L

Témoin 5% 10% 20% 50% 75% 100%

T

i 1 0 g
Témoin N
Figure 2 : Schéma représentatif de la CMI.
1.5.3 Concentration minimale bactéricide (CMB)

La concentration minimale bactéricide (CMB) est définie comme la plus faible
concentration de l'agent antibactérien détruisant 99,99% de l'inoculum. Une fois la CMI
déterminée, on ensemence tous les tubes ne présentant pas de trouble dans des boites de Pétri
contenant de la gélose MH et incuber a 37 °C pendant 24 heures, et de 72 heures a 24°C pour
les souches fongiques. La CMB est représentée par la concentration du premier tube

correspondant a la boite ou il y a absence de colonies (Radi et al., 2022).
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Figure 3 : schéma représentatif de la CMB.
1.6. Application d’ail sur la viande de poulet « Tests in- situ »
1.6.1. Etude de la qualité microbiologique de la viande

Des échantillons de viande de poulet ont été caractérisés du point de vue
microbiologique par dénombrement des flores (Flore Totale Mésophile Aérobie ; coliforme
féecaux et coliformes totaux) et des espéces responsables de toxi-infections alimentaires
(Staphylococcus aureus).

Un premier lot de 200g a été utilisé au départ pour 1’analyse de la viande fraiche au
premier jour (Jo), cette derniére est trés importante, car elle détermine la charge microbienne
initiale avant le traitement et avant le stockage au réfrigérateur, ce qui nous permet de comparer
et de suivre I’évolution de la croissance microbienne dans les trois lots de viande pendant toute

la durée de conservation.
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1.6.1.1. Préparation de la solution mére
1.6.1.1.1. le broyage

Dans une boite de Pétri stérile pesé sur une balance 25 g de la chaire de poulet haché.
Dans un mortier stérile les 25 grammes de chaire de poulet sont déposés auxquels sont ajoutés
225 ml d'eau peptone stérile. Le contenu subit un broyage continu pendant une durée de 10 min
dans des conditions aseptiques. Ainsi, on obtient une dilution décimale de 10 qui correspond

a la suspension mére (Photo 9).

Photo 9 : Broyage de I’échantillon de viande en vue de 1’obtention de la solution mére.
(Photographies personnelles)

1.6.1.1.2. Revivification

Le surnageant obtenu apres la filtration du mélange constitue la solution mere (SM) de
concentration 10, Le contenu du flacon est homogénéisé et laissé au repos pendant 30min a
température ambiante, pour assurer la revivification des micro-organismes.
1.6.1.2. Préparation des dilutions

La préparation des dilutions décimales (de 102 a 10°) & partir de la SM constitue une
partie importante. Ces dilutions sont réalisées en fonction de 1’espéce microbienne recherchée.
La technique la plus utilisée est la dilution en cascade. 1 ml de la suspension mere a été transféré
dans un tube contenant 9 ml de I’eau physiologique pour obtenir la dilution107 et ainsi de suite

jusqu’a la dilution 10 (Figure 4) (Bourgeois et Plusquellec, 1991).
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Figure 4 : Preparation des dilutions décimales.
1.6.1.3. Recherche de La Flore Mésophile Aérobie Totale (FTAM)

Deux boites de Pétri sont ensemencées pour les dilutions (103, 104, 10°%). 100pul est
prélevé et ensemencé par étalement dans une boite de Pétri contenant la gelose PCA. Aprés 24h
d’incubation a 37°C, on fait le dénombrement (Figure 5). Ce dernier s’effectue uniquement
pour les boites contenant 30 a 300 colonies (ISO 7218 :1996). Le résultat du dénombrement

est calculé selon la Formule suivante :

¥ colonies
V (ml) x (N1 + 0,1 x N2) x d

Ou:

N : le nombre d’unité formant colonie (UFC) par g de produit

Y C : est la somme des colonies comptées sur toutes les bofites retenues dénombrables de deux
dilutions successives ;

V : est le volume de I"inoculum appliqué a chaque boite, en millilitres ;

nl: est le nombre des boites retenues a la premiere dilution ;

n2 : est le nombre des boftes retenues a la seconde dilution ;

d : est le taux de dilution correspondant a la premiére dilution retenue.
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Incubation a 37°C pendant 24h

Figure 5 : Recherche et dénombrement des FTAM sur milieu PCA.

1.6.1.4. Recherche des coliformes fécaux/ totaux

La numération des coliformes est réalisée par ensemencement de 1 ml des dilutions
décimales (107,102, 10%) dans un bouillon lactose bilé au vert brillant (BLBVB, Figure 6).
Les essais sont effectués en double et les résultats ont été analysés par la méthode de Mac
Grady. La turbidité de milieu et la production de gaz ont été considérées comme positives
(Castro et al., 2012).

Le calcul du nombre de microorganismes par gramme de viande se fait a 1’aide de la

formule suivante :

NPP x K

N : nombre de microorganismes par ml de produit NPP x K.
NPP : nombre lu dans la table de Mac Grady.
K : facteur de la dilution correspondante au chiffre des centaines du nombre caractéristique.

V : volume de I’inoculum.

[18]
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m m m

1m m 1m

<«— Dilution <— Dilution <—Dilution

R1

10t 102 103

BLBVB

Incubation A 37°C pour les coliforme totaux et a
44°C pour les coliforme fécaux pendant 24h

Figure 6 : Recherche et dénombrement des coliformes sur milieu BLBVB.

Photo 10 : Production de gaz dans le milieu BLBVB. (Photographie personnelle)
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1.6.1.5. Recherche de staphylococcus aureus

La recherche des Staphylococcus aureus se fait dans le milieu d’enrichissement Giolitti
Cantoni (GC), et le dénombrement se fait dans le milieu sélectif Chapman. Ensemencement des
dilutions décimales (102,102, 10%) 100 pl dans des tubes contenant 9 ml de milieu GC puis
I’incubation a 37°C pendant 24h. Les tubes ayant virés au gris-noir sont présumés positifs.
L’ensemencement en surface sur Chapman a partir les tubes de GC positive et I’incuber pendant
24 a 48 heures a 37°C (Geneva, 1991).

Les souches de Staphylococcus aureus élaborent leur propre pigment. Les colonies

s’entourent en 24 a 48 heures d’une auréole jaune due a la fermentation du mannitol (Geneva,
1991).

Incubation a 37°C pendant 24h Ensemencement des tubes positif
Ajout du réactif sur milien Chapman
tellurite de
potassium. \
M M M
‘ ‘ Incubation a 37°C pendant 24h
U U
)
Tube positif Tube négatif

Figure 7 : Recherche et dénombrement de staphylococcus aureus.
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1.6.2. Etude de I’effet antimicrobien des extraits de I’ail « Tests in- situ »
1.6.2.1. Préparation de la viande

La viande a été coupée aseptiquement en trois lots. Qui ont été broyés, pesés et divises
en quatre portions de 25¢g chacune (Photo 11).

Photo 11 : la pesée et la répartition de 1’échantillon de viande. (Photographie
personnelle)
Les échantillons des deux premier Lots sont traités avec 10ul/ 1g de viande (appartenant
de la concentration minimale bactéricide 75% (CMB)) du jus d’ail et de Macérat a froid / 1g
de viande (Photo 12), et le troisieme lot de viande correspond au témoin.

Photo 12 : Traitement de I’échantillon de viande avec I’extrait (jus dail) (Photographie
personnelle).
Les échantillons de viande des trois lots, sont répartis dans des boites de Pétri stériles
de 9 cm de diametre puis, elles sont placées au réfrigérateur & 4 +£1°C pendant 16 jours (Photo
13).

[21]
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Photo 13 : Répartition de I’échantillon de viande en quatre portions. (Photographie
personnelle)

Tous les tests y compris les témoins sont répétés 03 fois sous les mémes conditions
expérimentales. Aprés chaque quatre jour, ’effet des extraits sur la charge bactérienne est
évalué par le dénombrement de flores citées précédemment (flore totale Mésophile Aérobie ;
coliformes fécaux ; coliformes totaux).

A la fin de ce test in situ, nous avons évalué le pourcentage d’inhibition des deux extraits

d’ail. Le pourcentage d’inhibition (% d’inhibition) qui est calculé comme suit :

Log 10 UFC (viande non traitée) — Log 10 UFC (viande traitée)

(%) d’inhibition = x 100
Log 10 UFC (viande non traitée)

1.7. Caractérisation sensorielle de la viande de poulet
Selon la norme frangaise NF ISO 5492 I’analyse sensorielle est définie comme étant « 'examen
des propriétés organoleptiques d'un produit par les organes des sens ». De part ces cing sens
(vue, ouie, odorat, gofit, toucher) 1'étre humain est devenu I’instrument de mesure des méthodes
d’analyse sensorielle pour caractériser et évaluer des produits (Thomas, 2016).

L’analyse a été effectuée en observant visuellement la viande au laboratoire pendant

toute la durée de conservation (16 jours) : Aspect, couleur, odeur, présence d’eau, et texture.

1.8. Etude statistique

Les résultats des tests effectués in vitro sont exprimés en moyenne + SD (Erreur standard). Les
résultats de 1’analyse microbiologique in situ ont été représentés sous forme des histogrammes

(Excel 2013).

[22]
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Chapitre 11 : Résultats et Discussions
11.1. Résultats
I1.1.1. Caractérisation des extraits de I’ail
Les résultats qui ont été obtenu montrent que 1’ail utilisé est trés riche en eau avec un
pourcentage d’humidité de plus de 68%. A l'issue de la distillation, nous avons récupeéré : 400ml
de distillat (un léger liquide de couleur blanc et caractérisé par une forte odeur persistante),
600ml de macérat (un liquide acide (pH=5,83), dense et visqueux de couleur maronné et
caractérisé par une odeur légere), et 2,63 ml d’huile essentielle (un liquide 1égérement visqueux
moins dense, de couleur jaune vert, d’odeur aromatique trés forte et persistante, voire
désagréable insoluble dans 1’eau et soluble dans le DMSQ). Le rendement obtenu en huile
essentielle était trop faible égale a 0.26%. La macération a chaud et a froid a partir de 500 ml
d'eau déminéralisée a donné respectivement 400 et 500 ml de macérat. Le Macérat a chaud est
caractérisé par une couleur marron clair, d’odeur légére et de pH égale a 6,027. Par contre le
Macérat a froid est caractérisé par une couleur jaune verdatre, pendant le stockage au
réfrigérateur la couleur vire au rouge avec une forte odeur (Photo 14), et de pH = 6.72.
L’extraction de 100 ml jus d’ail a partir de 500g d’ail avec un rendement de 20%. Le
jus a une consistance épaisse et visqueuse, caractérisée par une couleur jaune voir orange qui

change apreés conservation au réfrigérateur est devient vert foncé (Photo 14), son odeur est trés

forte et fortement persistante.

Photo 14 : Photographies montrant la caractérisation des extraits : A) Macérat a froid
avant conservation ; B) Macérat a froid aprés conservation ; C) Jus dail avant conservation ; D)

Jus dail apres conservation). (Photographies personnelles)
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11.1.2. Résultat de Test de sensibilité

Selon I’échelle de Ponce et al., (2003), le macérat a chaud, macérat et distillat n’ont
permis d’obtenir aucun résultat permettant de constater un effet antimicrobien de ces produits.
Les zones d'inhibition ne dépassent pas 9 mm de diamétre et parfois aucune zone n’est visible
(5mm = diametre du disque) (Photo15). Les huiles essentielles ont également montré I'absence
d'activité antimicrobienne contre la plupart des souches testées. La zone d’inhibition la plus
grande a été observée contre Bacillus cereus et Micrococcus luteus dont les diamétres sont 29
et 19,83 mm, respectivement (Photo15).

Le macerat a froid posséde un pouvoir inhibiteur faible. Son activité la plus forte a été
observee contre Micrococcus luteus dont le diamétre est 19,33+ 0,55mm (Photo15).

En revanche, le jus frais d’ail donne la meilleure activité antimicrobienne contre toutes
les souches testées. La zone d’inhibition la plus grande a été observé contre Micrococcus luteus
et Salmonella typhimurium avec les diamétres 23,33mm et 20,16mm, respectivement.
(Photo15). Sur le plan de sensibilité individuel, Candida albicans est la seul souche qui n’a été
affectée par aucun extrait. Par contre Micrococcus luteus est efficacement inhibé par presque
tous les extraits. Les résultats sont résumés dans le Tableau 11 ci-dessous.

Tableau Il : Diamétres des zones d’inhibition (mm), Degré de sensibilité selon Ponce

et al., (2003) : résistante <8mm ; sensible : 9mm< diametre<14mm ; trés sensible : 15mm

<diamétre<19mm ; Extrémement sensible : >20mm.

Escherichia + 9,66 + 0,44 8,83 £ 0,22 8,66 + 0,55 9,83 £ 0,55 15,33+0,44 | 245+0 | 2350

coli

Salmonella 0+£0 951 2,66 + 3,55 8,33+ 0,55 9,33+1,11 20,16 £0,55 | 20+ 0 18+0 0+0
typhimurium

Proteus 0£0 9,16 +1,22 7,83 +£0,22 80 5,66 + 3.77 19,66 +0,44 | 325+0 | 170 0£0
mirabilis

Micrococcus | 19,83 +0.77 19,33+ 0,55 9+ 0.66 0+0 0+0 23,33+1,11 | 385+0 | 260 0+0
luteus

Bacillus 29 + 3,33 11,66 + 0,44 7,66 + 0,55 0£0 0£0 14,66 £0.77 | 32+0 155+0 |00
cereus

Candida 0+0 0+0 0+0 0+0 8,16+055 | 00 0+0 0+0 0+0
albicans

(Moyenne % erreur standard) ; HE : Huile essentiel ; MF : macérat a froid ; MC : macérat a
chaud ; M : macérét ; D : distillat ; JA : jus dail. Témoin positif HLG : Gentamicine (120mcg)
; C : chloramphénicol (30mcg). Témoin négatif : DMSO : Diméthylsulfoxyde.
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Photo 15 : Effet antimicrobien des extraits d’ail sur quelques souches testées ; A)
Activité du témoin positif et négatif sur M.luteus ; B) Activité du distillat contre B.cereus ; C)
Activité du macérat contre M.luteus ; D) Activité du macerat a chaud contre M.luteus ; E)
Activité de I’huile d’ail contre B.cereus ; F) Activité du macérat a froid contre M.luteus, G)
Activité du jus d’ail contre P.mirabilis. (Photographies personnelles)
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11.1.3. Résultat de la concentration minimale inhibitrice (CMI) :

Selon les résultats enregistrés sur le Tableau Ill, nous avons constaté que
I’augmentation des concentrations des deux extraits est inversement proportionnelle au degré
de turbidité du milieu. Les deux extraits testés montrent un pouvoir inhibiteur remarquable par
rapport aux témoins (Photo 16). La concentration minimale inhibitrice de jus d’ail s’entoure
entre 50% (Escherichia coli, Proteus mirabilis) et 75% contre les souches Salmonella
typhimurium, Bacillus cereus, Micrococcus luteus. Par contre la concentration minimale
inhibitrice du macérat a froid se situe entre 75% (Salmonella typhimurium, Proteus mirabilis,
Micrococcus luteus) et 100% contre Escherichia coli.

Tableau 111 : Concentration minimale inhibitrice par la méthode des macro-dilutions.

PO entage %0 090 0% 0% 90 00%0 0%0
O JQUE

Soa EXtra- JA MF | JA | MF |JA | MF | JA | MF | JA | MF | JA | MF | Témoin
clles 1ty

Escherichia | ++++ | ++++ | +++ | +++ | ++ | + - + - + - - 4+

coli

Salmonella +4++ | A+ | ||+ | |+ + - = - - T

typhimurium

Proteus +++ | A | A A+ | | - + - - - - ++++

mirabilis

Micrococcus | +++ | ++++ | +++ |+ [+ | ++ | + |+ - - - - N

luteus

Bacillus A+ | A | | | |+ | | - + - + ++++

cereus

Fortement trouble (++++) ; Trouble (+++) ; moyennement trouble (++) ; faible turbidité (+) ;
pas de turbidité(-) ; JA : jus d’ail ; MF : macérat a froid.
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Photo 16 : La concentration minimale inhibitrice du Macérat a froid et du Jus d’ail par
la méthode de macro-dilution : A) Résultat de la concentration minimale inhibitrice du jus d’ail
avec Escherichia coli ; B) Résultat de la concentration minimale inhibitrice du macérat a froid
avec Proteus mirabilis. (Photographies personnelles)

11.1.4. Résultat de la concentration minimale bactéricide (CMB)

Le Tableau IV ci-dessous montre que le jus d’ail a une activité bactéricide avec la
concentration 50% contre Escherichia coli et Proteus mirabilis cependant, la concentration
75% est la CMB de Salmonella typhimurium, Micrococcus luteus, Bacillus cereus. D’aprés ces
résultats, le jus dail montre une activité bactéricide. En revanche, le MF a une activité
inhibitrice de croissance d’Escherichia coli, Micrococcus luteus, Bacillus cereus. Cependant
les souches Proteus mirabilis et Salmonella typhimurium sont fortement inhibé avec les
concentration 50% et 75%, respectivement.

Tableau 1V : Concentration minimale bactéricide du macérat a froid et du jus d’ail.

P0 entage 090 00 00%0
O JQUE
Extraits JA MF JA MF JA MF
Escherichia - Nd - Nd - Nd
coli
Salmonella Nd Nd - - - -
typhimurium
Proteus - - - - - -
mirabilis
Micrococcus Nd Nd - Nd - Nd
luteus
Bacillus Nd Nd - Nd - Nd
cereus

(-) pas de colonie visible ; (Nd) non dénombrable ; JA : jus d’ail ; MF : macérat a froid.
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Photo 17 : Résultat de la CMB du macérat a froid sur la souche Salmonella
typhimurium : A) 50% ; B) 75% ; C) 100%. (Photographies personnelles)

Photo 18 : Résultat de la CMB du jus d’ail sur la souche Micrococcus luteus : A) 75% ;
B) 100%. (Photographies personnelles)
11.1.5. Résultat de ’analyse microbiologique de la viande de poulet de chair

Le Tableau V résume les microorganismes dénombrés dans les échantillons en UFC/g
et le pourcentage de conformité, ainsi que les criteres relatifs aux produits de volaille selon la
réglementation Algérienne JORA (2017). Le taux moyen de la Flore mésophile aérobie totale
est de 1,15x10” UFC /g. La charge de la viande en coliformes est de I’ordre de 2x10? UFC/g
(coliformes fécaux (CF)) et 3,5x 102 UFC/g (Coliformes totaux (CT)). Nous signalons que les
Staphylococcus sont absents. Selon les criteres Algeériens relatifs aux normes microbiologiques
(Tableau V), les échantillons sont propres a la consommation de point de vue de la charge en

microorganismes.

[28]



Chapitre 11 : Résultats et Discussions

Tableau V : Les normes de conformité et les moyennes des microflores dénombrées dans la
viande de poulet de chair en UFC /g.

Flore Normes FTAM Normes CF Normes | CT Normes S.

bactérienne
La charge
bactérienn
e (UFC/g)

aureus

1,15x10’ 3,5 x10°

Photo 19 : FTAM avant stockage. (Photographie personnelle)

11.1.5.1. Résultat de I’ Activité antibactérienne des extraits d’ail
11.1.5.1.1. Résultats de I’analyse sensorielle de la viande de poulet

La couleur et I’odeur de la viande sont 1'un des facteurs susceptibles d'indiquer que la
viande peut étre consommée ou pas. La viande du poulet avait une couleur rosée avec une
odeur normal (Photo20). Apres quatre jours de stockage la couleur du poulet n’a pas trop
changé et son odeur également ce n’est que dés le huitieme jour que la viande a acquis une forte
odeur de putréfaction, et aucun changement remarquable de couleur. Le douzieme jour est
caractérisé par une forte odeur désagréable de putréfaction, est un léger changement de couleur
pour la portion additionné de jus d’ail qui est peut étre due a ’extrait ajoutée et aucun
changement remarquable pour les deux autres portions (témoin, macérat a froid), pour le
seiziéme jour I’odeur et de plus en plus forte avec un léger changement dans la texture et la

couleur de la viande avec présence d’eau (Photo21).
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Photo 21 : Echantillon de viande apres stockage A) Huitiéme jour de stockage ; B)
Douzieme jour de stockage ; C) Seizieme jour de stockage. (Photographies personnelles)
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11.1.5.1.2. Résultats de I’effet d’ail sur la charge en FTAM

L’histogramme (Figure 8) nous décrit 1’évolution de I’effet du jus d’ail (JA) et du
macérat a froid (MF) sur I’inhibition de la croissance des FTAM.

A T’issue des tests effectués sur la viande de poulet traitée par la CMB de JA et de MF, nous
avons observé ce qui suit :

Au quatrieme jour de conservation I’effet du macérat a froid ne présente aucune
inhibition avec une charge microbienne de 8x10" UFC/g. Une diminution progressive de la
charge est constatée du huitieme au seiziéme jour de conservation.

On remarque a cet effet que le jus d’ail réduit de maniére assez importante la croissance
des FTAM au 4éme jour de conservation. Cependant dées le huitieme jour nous avons observé
une baisse de la charge laquelle s’est stabilisée aux alentours de 3,07x10°a 2x10% UFC/g.

Ce qui montre que I’extrait JA a un meilleur effet antimicrobien sur les FTAM comparé
au MF.

A FTAM
S~
(®)
5
% 90000000
% 80000000

70000000

60000000

50000000

40000000

30000000

20000000
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>
Ja 18 J12 J16 temps (j)
EMF DA BT

Figure 8 : Représentation graphique de I’évolution de la charge des FTAM en fonction

du temps de conservation de la viande de poulet traitée par le JA et MF.
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Photo 22 : Cinétique de croissance des FTAM pendant seize jour de stockage : a
Gauche) Les témoins ; au Milieu) Traités avec le macérat a froid ; a Droite) Traités avec le jus
d’ail. (Photographies personnelles)
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11.1.5.1.3. Résultats de I’effet d’ail sur les coliformes fécaux

L’histogramme (Figure 9) nous décrit 1’évolution de ’effet du jus d’ail (JA) et du
macérat a froid sur I’inhibition de la croissance des coliformes fécaux. A I’issue des tests
effectués sur la viande de poulet traitée par le JA et le MF, nous avons observé que le jus d’ail
et le macérat a froid ont un effet remarquable sur la charge des CF.

Au quatrieme jour de conservation I’effet du macérat a froid ne présente aucune
inhibition avec une charge microbienne de 3.5x10® UFC/g. Une diminution considérable de la
charge est constatée du huitieme et au douzieme jour de conservation jusqu’a inhibition totale
aux seiziemes jours de conservation.

On remarque a cet effet que le JA réduit de maniére assez importante la croissance des
coliformes fécaux au 4éme et 8eme jour de conservation avec une charge de 2x 10? UFC/g et

0.9 x 10 UFC/g. jusqu’a inhibition totale de croissance avec 0 UFC/g au douziéme et seiziéme

jour.
coliforme fecaux
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0
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Figure 9 : Représentation graphique de I’évolution de la charge des coliformes fécaux

en fonction du temps de conservation de la viande de poulet traité par le JA et MF.
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11.1.5.1.4. Résultats de I’effet d’ail sur les coliformes totaux

L’étude de I’effet inhibiteur de croissance de I’ail sur les coliformes totaux montre une
corrélation négative entre la charge bactérienne et les différents extraits (Figure 10).

Au quatriéme et huitieme jour de conservation I’effet du macérat a froid ne présente
aucune inhibition avec une charge microbienne de 3.5x10° UFC/g. Une Iégére diminution de la
charge est constatée au douzieme jour de conservation jusqu’a inhibition totale aux seiziemes
jours de conservation.

On remarque & cet effet que le JA réduit de maniére progressive la croissance des
coliformes fécaux au quatriéme et huitiéme jour de conservation avec une charge de 3x 10°
UFC/g et 2 x 10° UFC/g. jusqu’a inhibition totale de croissance avec 0 UFC/g au douziéme et

seizieme jour.
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Figure 10 : Représentation graphique de 1’évolution de la charge des coliformes totaux

en fonction du temps de conservation de la viande de poulet traité par le JA et MF.
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11.1.5.1.5. Résultat récapitulatif de I’effet d’addition de Iail

L’histogramme (Figure 11) résume ’effet d’application du jus d’ail et du macérat a
froid sur la conservation de la chaire de poulet contre la croissance des microorganismes.

On voit bien que le jus d’ail présente une activité inhibitrice plus importante sur les
coliformes fécaux et totaux avec un pourcentage d’inhibition égale a 100%, et une faible
inhibition des FTAM avec un pourcentage d’inhibition de 10,76%.

En revanche, le macérat a froid ne présente aucune inhibition des FTAM avec un
pourcentage d’inhibition qui est égale a 0%, cependant sur les coliformes fécaux et coliformes
totaux présentent une forte inhibition des deux flores avec des pourcentages d’inhibition

58.52%, 73.07%, respectivement.
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Figure 11 : Représentation graphique du pourcentage d’inhibition des FTAM,
coliformes fécaux, coliformes totaux de la viande de poulet traitée avec le jus d’ail et le macérat

a froid.
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I1.2. Discussions

L’ail cultivé, ou Allium sativum L., est une plante monocotylédone, vivace, faisant partie
de la famille des alliacées. Elle donne des gousses d’ail, aussi appelées caieux, tres utilisées
dans le domaine culinaire pour leur godt et leur odeur caractéristiques. La plante est composée
d’un bulbe avec de nombreuses radicelles, riche en eau. La teneur en eau est un critére de qualité
utilisé essentiellement pour estimer le degré d’eau que contient le bulbe d’ail, elle renseigne
¢galement sur la stabilité¢ du produit contre les risques d’altération durant sa conservation. A
I’issue des résultats qui ont été obtenus, 1’ail (Allium sativum L.) utilisé lors de notre étude
montre une teneur en eau tres élevé qui est de 68%. cette valeur est proche a celle trouvée par
Medjoudj, (2010) qui est de 65,3% et plus élevée par rapport a celle de la littérature qui est de
63,7 - 64,6 % Souci et al., (1994) ; Favier etal., (1995). Selon Ben Aldjia et al., (2005), qu’ont
rapportés que lorsqu'on diminue la teneur en eau on obtient un meilleur rendement en huile. Ce
qui exprime le faible rendement obtenu en huile essentielle égale 0,26%. Presque les mémes
résultats sont obtenus par Benkeblia, (2004) ayant travaillé sur la méme espece de la région de
Mostaganem avec un rendement égale de 0,2%. Par contre Khadri, (2009) et
Haciseferogullan et al., (2005), ont trouvé des faibles rendement en huiles essentielles dans
des études porté également sur la plante d'Allium sativum originaire de Turquie, 0,09% et
0,14%, respectivement.

Les différents types d’extractions nous ont permis de récupérer des extraits de quantités
et de caracteres différents les uns des autres. L’extraction par hydro distillation donne 400ml
de distillat, et 600ml de macérat acide (pH egale de 5,83). 400ml de macérat a chaud et 500 ml
de macérat a froid, ont été obtenu via la macération. Les deux derniers extraits ont un pH
presque neutre de 6,027 et 6,72, respectivement. Selon Bourgoin et al., (2017), qui ont trouvé
des résultats proches 400ml de macérat avec pH= 5,8 ; 400ml de macérat a chaud avec un pH
égale de 6,02 ; 455ml macérét a froid de pH égale de 6. L’écrasement des bulbes d’ail par
I’extracteur de jus, permis d’obtenir 100ml du jus frais, ¢’est I’équivalent de 20% de rendement,
ce dernier est nettement inférieur a celui obtenus par Bakri et douglas, (2005) et Belguith et
al., (2010), qui est de 57,1%.

Le test de sensibilité sur milieu gélosé montre que les extraits Macérat a chaud, Macérat,
Distillat étudiés, n’a montré aucune zone d’inhibition pour les disques imbibés dans les boites
ensemencées de Bacillus cereus, et Micrococcus luteus, contrairement aux disques témoins
positifs (Gentamycine et Chloramphénicol) qui ont réagi positivement. Les souches Bacillus
cereus et Micrococcus luteus se sont révélees sensibles aux huiles essentielles, Maceérét a froid

et Jus d’ail. L’inhibition bactérienne par la méthode de diffusion en disque est en partie
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dépendante de la méthode d’extraction, la concentration d’extraits, la souche bactérienne
étudiée, la concentration de I’inoculum Burnichon et Texier, (2003) ; Toty et al., (2013). Nous
pensons que pour notre étude, les types d’extraits et les concentrations utilisés n’ont pas été
suffisantes pour que la multiplication de Bacillus cereus, candidat albicans et Micrococcus
luteus soit freinée par des disques imbibés. Cette inhibition dépendante de la concentration a
éte également constatée par Ekwenye et Elegalam, (2005).

L’absence de zone d’inhibition dans notre étude, pourrait aussi étre liée a la méthode de
conservation des gousses d’ail par les marchands. Ces gousses d’ail étaient restées longtemps
exposées au soleil. En effet certains composés des huiles essentielles (diallyl trisulfide et diallyl
tétrasulfide), retrouvés aussi dans les broyats des bulbes, peuvent se volatiliser a certaines
températures ou perdre leurs propriétés lors de certaines modifications physiques et chimiques
Srinivasan et Sangeetha, (2009). Ceci explique pourquoi Saravanan et al., (2010) ont
enveloppé leur broyat d’ail dans un parafilm (film plastique de paraffine, malléable et
translucide). Victor et Gaél, (2019), sont d’accord avec nos résultats, ou Aucune zone
d’inhibition n’a été obtenue autour des disques imbibés d’extraits de deux variétés d’ail sur les
boftes ensemencées.

Cette étude a permis de mettre en évidence l'efficacité variable de la fonction
antimicrobienne des extraits d'ail en fonction de la méthode d'extraction. En effet, les résultats
ont permis de mettre en évidence I'efficacité du jus frais et 1’extrait issu de la macération a froid
contrairement aux extraits issus de la macération a chaud et de I'hydro-distillation qui n'ont
exprimes, eux, aucune activité antimicrobienne. Les mémes résultats ont été obtenu par
Bourgoin et al., (2017) ou ils ont constaté que les extraits d’ail distillat, macérat et macérat a
chaud n’ont permis d’obtenir aucun résultat permettant de constater un effet antimicrobien de
ces produits. Le diamétre de la zone d’inhibition différe d’une bactérie a une autre et d’un extrait
a un autre. Les bactéries a Gram positif (Bacillus cereus et Micrococcus luteus) montrent une
forte sensibilité aux Macérat a froid, Huile essentiel et jus frais d’ail. Par contre les bactéries a
Gram négatif (Salmonella typhimurium, Proteus mirabilis, Escherichia coli) sont fortement
résistantes a tous les extraits étudiés a I’exception du jus d’ail. D’une fagon générale le pouvoir
inhibiteur des huiles essentielles et Macérat a Froid est moins important par rapport a celui des
jus frais, les extraits de 1’ail sont les plus inhibiteurs.

Les bactéries a Gram négatif possedent une forte résistance, en corrélation avec la nature
de leurs membranes externes, composées de phospholipides, de protéines et de lipo-
polysaccharides. Cela rend cette membrane imperméable a la plupart des agents biocides Mann
et al., (2000) ; Fauchere, Avril, (2002) ; Bouhdid et al., (2006). La différence dans la structure
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de la paroi bactérienne joue un réle important dans la susceptibilité des bactéries Shan et al.,
(2007) ; Tian et al., (2009). Selon plusieurs auteurs, les bactéries Gram négatif ont une
membrane externe constituée de lipopolysaccharides (LPS) qui limite la diffusion des composés
hydrophobes Yoda et al., (2004) ; Tian et al., (2009) ; Lacombe et al., (2010). De plus, le
périplasme contient des enzymes capables de détruire les molécules étrangeres introduites de
I’extérieur Klanénik et al., (2010), ce qui rend ces bactéries généralement moins sensibles aux
extraits de plantes que les bactéries Gram positif Chan et al., (2007) ; Estevinho et al., (2008)
; Samec et al., (2010) ; Fertout-Mouri et al., (2016). Ce comportement n’est pas surprenant
car les souches Gram négatif possédent une résistance intrinséque, qui est en relation avec la
nature de leur membrane externe Hayet et al., (2008) ; Klanénik et al., (2010) ; Benyagoub
et al., (2016). En effet, cette derniére rend leurs surfaces fortement hydrophiles tandis que les
extrémités lipophiles des acides lipoteichoiques de la paroi des bactéries Gram positif facilitent
la pénétration des composés hydrophobes Boussaada et al., (2008), tel que les tanins qui
peuvent atteindre la membrane cytoplasmique, et perturbent la force motrice de proton, le
transport actif et la coagulation du contenu cellulaire Tian et al., (2009).

Il a été rapporté que la méthode de diffusion sur disque et la mesure des CMI sont les
plus utilisées pour I’étude de l'activité antimicrobienne des substances naturelles des extraits
des plantes medicinales Gulgin et al., (2004) ; Van Vuuren, (2008). La méthode des disques
est basée sur 1’utilisation des disques comme réservoirs contenant la solution des substances a
tester. Dans le cas des solutions avec une basse activité, une grande concentration ou volume
est nécessaire ; neanmoins la capacité des disques est limitée. C’est pourquoi certains extraits
exhibent des zones d’inhibition incomplétes qui peuvent €tre attribuées a une résistance par
déficience de dose d’extrait Gulgin et al., (2004). La CMI est une méthode quantitative basée
sur le principe du contact d'un microorganisme a une série de dilutions de la substance testée.
Elle est couramment utilisée comme un critére admis pour la mesure de la susceptibilité des
microorganismes aux inhibiteurs Van Vuuren, (2008).

D’aprés nos résultats, pratiquement le Macérét a froid et le jus d’ail ont exhibé une
activité inhibitrice et bactéricide variable vis-a-vis des souches sensibles, dont la meilleure est
obtenue avec le jus d’ail qui a montré un effet bactériostatique et bactéricide intéressants a
I’égard de Escherichia coli et Proteus mirabilis avec des CMI et CMB de 50/50% (25p1/25ul),
respectivement. Selon Benmeddour et al., (2015) [I’effet antimicrobien des jus d’ail, est

significative a partir de la concentration 20%.
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Kyung et al., (2002) ont rapporté que l'allicine dail a montré une forte activité
antibactérienne sur les bactéries a Gram positif. Cavallito et Bailey, (1944) ont été les premiers
a demontrer que l'activité antimicrobienne était due principalement a l'allicine et que son
absence rendrait donc l'ail sans défense face aux microorganismes. Cette différence entre les
extraits pourrait s'expliquer par la dénaturation de I'enzyme alliinase qui permet d'obtenir
I'allicine. Ceci est due au traitement thermique subit par l'ail lors des processus d'extractions,
sachant qu'au-dela de 50 °C, l'activité de l'alliinase est inhibée Decagna, (2013). Cependant,
une étude de Block, (2010) démontre que plus de 97 % de l'alliine réagit avec l'alliinase en
moins de 30 secondes. Cela signifie qu’entre le broyage de I'ail et lI'incorporation dans I'hydro-
distillateur, la quasi-totalité de I'allicine est déja présente au début de I'extraction. Une autre
explication résiderait donc dans I'instabilité de l'allicine a la chaleur. Ce compose se dégrade
entierement en moins de 25 minutes a 80 °C 1Ili¢ et al., (2011). L'inclusion de B-cyclodextrines
ou de carbamide pour augmenter la stabilité de I'allicine a la chaleur du traitement thermique
serait une solution Ili¢ et al., (2011).

La différence entre le développement des différentes souches pourrait s'expliquer par
leur sensibilité individuelle au mode d'action de l'allicine. En effet, les disulfites de l'allicine
réagissent avec les groupements thiols libres sur les protéines. Beaucoup de réaction
enzymatique essentielles aux bactéries et aux champignons sont alors inhibés tel que I'inhibition
de l'acétyl-CoA synthétase par une liaison covalente réversible de l'allicine a cette enzyme
Richard, (2007). Les differentes voies métaboliques existantes chez les micro-organismes
seraient potentiellement un facteur déterminant leur sensibilité a I'allicine.

Les résultats de notre étude indiquent qu’en comparant la méthode sur milieu solide de
celle sur milieu liquide, cette derniére semble la plus sensible. En effet, il sied de signaler que
la méthode par dilution successive en milieu solide est la méthode de référence pour déterminer
la sensibilité bactérienne aux antibiotiques. Cette détermination exige une standardisation
rigoureuse du protocole expérimental (influence de Iinoculum, du délai séparant
ensemencement et observation, milieu de culture), toute modification des conditions
expérimentales rend I’interprétation difficile Burnichon et Texier, (2003). La gélose de
Mueller-Hinton est le seul milieu de culture solide pour I’étude de sensibilité qui ait été validé
par le National Committe for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), en 1999. Il est
recommandé de toujours utiliser la gélose Mueller-Hinton pour les épreuves de diffusion en

gélose, en fonction des directives internationales et du NCCLS.
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La qualité microbiologique de la viande de poulet a été évaluée selon les critéres
algériens liés aux speécifications microbiologiques de ces aliments. Nos résultats montrent que
les échantillons analysés répondaient aux criteres fixés par les normes algériennes
recommandées dans ce champ, qui signe de bon respect aux conditions d’hygiéne lors de
commercialisation et la conservation de la chaire de poulet. Alloui et al., (2013), ils ont trouvé
dans leur étude permettant d’apprécier le niveau de respect des bonnes pratiques d’hygiéne dans
les abattoirs avicoles de la région de Biskra (Algérie) et d’une évaluation de la qualité
microbiologique des carcasses de poulets destinées a la consommation La comparaison des
niveaux de contamination bactérienne des carcasses de poulet par rapport aux normes d’hygiene
montre que la qualité hygiénique des carcasses est satisfaisante.

La charge moyenne de la Flore Mésophile Aérobie Totale dénombré égal & 1,15x10’
UFC/g. Hassanien et al., (2016), celui rapporté dans une étude réalisée en Egypte sur 100
échantillons de poulet congelé. Ou le taux moyen de contamination par les mésophiles aérobies
totales est 3.78x10° UFC/g. Hassan-Ola, (2015) a enregistré une charge égale a 4x10” UFC/g
de FTAM dans une étude portée sur 50 échantillons de viande de poulet. L’absence totale de
Staphylococcus aureus. Tougan et al., (2010), ont trouvé une moyenne de contamination
1,53x10 UFC/g qui sont proche de notre résultat. Les coliformes totaux font partie de la famille
des entérobactéries vivant notamment dans I’intestin des humains et des animaux. Ces germes
se rencontrent également trés souvent dans le milieu extérieur et I’environnement de fagon
générale. Par ailleurs ces coliformes totaux sont représentatifs des conditions générales
d’hygiéne au cours des préparations et de stockage des aliments. Nous avons trouvé 3.5 x 103
UFC/g de coliformes totaux. Ces résultats sont proches de celui obtenu par Hassanien et al.,
(2016), 2.07x10° UFC/g. Le nombre total de coliformes dans les échantillons examinés était
presque similaire a celui obtenu par Hassan-Ola, (2015) qui a mentionné que la valeur
moyenne du TCC dans la viande de poulet était de 1,7 x 103 UFC/g. Des résultats inférieurs ont
été obtenus par Daoud et al., (2012) qui ont constaté que la valeur moyenne du nombre total
de coliformes était de 5,1 x 10 UFC/g. notre résultat est inférieur a celui obtenu par Javadi et
Safaramachaei, (2011), qui ont trouvé 1,4 x 10* UFC/g dans la viande de poulet examinée.
Pour les coliformes fécaux la charge moyenne égale de 2.0 x10? UFC/g. elle est proche a celui
trouvée par Djaffal, (2007), (2,7 log10 UFC/g).

L’addition de I’ail dans la viande de poulet a permis d’inhiber le développement de
toutes les flores étudiées dans le présent travail. Certaines études ont démontré avec succes les
applications potentielles des plantes médicinales comme additif alimentaire afin de réduire ou

de contréler la flore pathogéne dans les produits alimentaires. Les additifs les mieux adaptées
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pour I’application sur de la viande et les produits carnés sont 1’eugénol, la coriandre, clou de
girofle, I’origan, le piment, le romarin et le thym. L’ail révele une forte capacité inhibitrice
contre divers microorganismes pathogénes et d’altération dans différents aliments comme le
poulet, les poissons, Torchis et quelques aliments fermentés pour la conservation.

Lors de notre étude I’ail a montré un effet antimicrobien visible vu la diminution du taux
FTAM, CT et CF. On voit bien que le jus dail présente une activité inhibitrice plus importante
sur les coliformes fécaux et totaux avec un pourcentage d’inhibition égale a 100%, et une faible
inhibition des FTAM avec un pourcentage d’inhibition de 10,76%. Par contre, I’application de
macérét a froid ne présente aucune inhibition des FTAM avec un pourcentage d’inhibition qui
est égal a 0%, cependant sur les coliformes fécaux et coliformes totaux il présente une forte
inhibition des deux flores fécales et totales avec des pourcentages d’inhibition 58.52%, 73.07%,
respectivement. Nurwantoro et al., (2011) ont trouvé dans une étude porté sur la viande de
beeuf marinée dans le jus d’ail en Indonésie, ou la charge des CT a diminuée de 9.6x10° UFC/g
jusqu’a 3.0x102 UFC/g. Lu et al., (2011) montrent que I’effet bactéricide a augmenté avec une
augmentation de la concentration du concentré d’ail dans le beeuf. Une réduction de 2 a 3 log-
UFC/ml a été obtenue lorsque le concentré d’ail était supérieur a 25 pl/ml.

Ces résultats suggerent que l'ail, en tant qu'agent antimicrobien naturel, pourrait étre
utilisé pour prolonger la durée de conservation des saucisses en raison de la présence de l'agent

bactériocine ’allicine.
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Il ressort de cette etude quelques résultats pertinents relatifs a la valorisation des extraits
dail. Tout d'abord, lors de la préparation du matériel végétal, les manipulations engendrent des
pertes de rendements en poids dail lorsque la manipulation est a I'échelle du laboratoire. De
plus, on constate I'absence de résultats concluant que ce soit pour le distillat, le macérat ou bien
les huiles essenticlles récupérées en fin de progres. Il en est de méme pour un extrait d’ail issu
d'une macération a chaud. Une autre fagon d'obtenir un bio-conservateur, moins gourmand en
énergie, serait l'extraction par macération a froid dans I'eau déminéralisée et ’extraction du jus.

L’application de jus d’ail et du macérat a froid d’ail a la matrice alimentaire (la viande
blanche) a donné un effet antimicrobien, vis-a-vis de la flore des coliformes ainsi que la flore
mésophile aérobie totale. Cela conduit leur utilisation comme une nouvelle alternative dans la
conservation des produits alimentaires, elle peut étre exploitée en combinaison avec d’autres
huiles essentielles ou d’autres procédés de conservation. Elle pourra donner probablement de
meilleurs résultats si elle est additionnée a des volumes éleves a ceux utilisés « in vitro ».

Afin d'approfondir cette étude, il serait nécessaire de déterminer la quantité d'allicine
dans l'extrait initiale afin d'identifier la CMI de l'allicine et ainsi appliquer une dilution adéquate
a l'extrait dail. En parallele, des tests supplémentaires sur la sensibilité de ce dernier aux
parametres tels que le pH et le type de solvant (polaire, apolaire, alcool, acide, ...) seraient
¢galement conseillés. L'inclusion de B-cyclodextrines ou de carbamide pour augmenter la
stabilite de I'allicine a la chaleur du traitement thermique est alors conseillée. Il faut également
éviter de cuire I’ail au préalable afin de ne pas dénaturer I'alliinase qui est essentielle pour
obtenir l'allicine.

Enfin, cette étude a permis de mettre en évidence les effets inhibiteurs de la plante
(Allium sativum L.) sur la croissance des micro-organismes sur certaines souches. La littérature
indique cependant que l'ail posséde un éventail d'action bien plus large et possederait des modes
d'action différents selon sa concentration en allicine et le type d'organisme touché. Cette
thématique est actuellement étudiée dans le domaine médical avec, par exemple, l'utilisation de
I'ajoene (produit de la dégradation de l'allicine dont les mécanismes de formation sont encore

mal connus) dans les traitements anti-leucémique.
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Annexes

Matériel utilisé

La verrerie

Béchers (250ml, 500ml, 1000ml).
Cloche de durham.

Eprouvette graduée (100ml).

Entonnoir en verre.

Mortier en porcelaine.

Pipettes pasteur.

R EIXRL

Tubes a culture.

Erlenmeyers (250 ml, 500 ml, 1000ml).

Flacons en verre (10ml, 200ml, 500ml).
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Autre matériaux utilisés

R N R X R RN ERY

Anse de platine.
Bande a gaz.

Barreau magnétique.
Boites de pétri.
Ciseau.

Couteau.

Cuilleére.

Disque d’antibiotique.
Disque en papier filtre.
Elastique.

Embouts steriles.
Gant medical.
Glaciére.

Marqueur permanant.

Micropipette (de 100ul a 1000ul).

Papier aluminium.
Papier film.

Papier filtre.
Perforateur de papier.
Pince métallique.
Pissettes.

Portoirs

Regle en millimetre.
Ruban adhésif.
Rubans de paraffine.
Spatules.

Tube a hémolyse.
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Les Appareilles lourds

Autoclave de la marque
SANOCLAV LaM-3-20-ECZ-J.

Agitateur magnétique avec
plaque chauffante de la
marque DIAB (MS-H-S).

Bain marie de la marque
Memmert ( Germanv).

Balance de la marque
KERN KB.

Bec bunsen

Blinder de la marque Silver
Crest.

Centrifugeuse de la
marque Sigma

Compteur de colonies de la
marque J.P.SELECTA, s.a.

(spain).

Distillateur de la marque
Bunchl Distillation Unit K-
350 (Switzer land).
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Etuve réglable a température
différente de la marque
Memmert ( Germany).

Hachoir de la marque Moulinex.

(France)

Vortex de la marque Fisher
Scientific F3 15024
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Les milieux de culture utilisés

—3>BLBVB
Constituants Quantité en g/l
Oxagall 20
Lactose 10
Peptone 10
Vert brillant 0,0133
Dissoudre 40 gramme dans 1 litre d’eau distillée.
Autoclaver a 121°C pendant 15 minutes.




—2 CHAPMAN

Annexes

Constituants Quantité en g/l
Digestion peptique de tissus animaux 5

Hydrolysat de caséine 5

Extrait de viande de beeuf 1

Chlorure de sodium 75

D-mannitol 10

Rouge de phénol 0,025

Agar 15

pH 7,4+ 0,2 2 25°C.
Dissoudre 111 gramme dans 1 litre d’eau distillée.

Autoclaver a 121°C pendant 15 minutes.
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—2 EAU PEPTONEE

Constituants

Quantité en g/l

Peptone

10

Chlorure de sodium

5

pH 7,2 £0,2 & 25°C.

Dissoudre 15 gramme dans 1 litre d’eau distillée.

Autoclaver a 121°C pendant 15 minutes.

—3> EAU PHYSIOLOGIQUE

Constituants

Quantité en g/l

Na cl

9

9 grammes dans 1 litre d’eau distillée.

Autoclaver a 121°C pendant 15 minutes.




—2 GIOLITI CANTONI

Annexes

Constituants Quantité en g/l

D-mannitol 20

Peptone caséine 10

Extrait de beeuf

Extrait de levure

Chlorure de lithium

Chlorure de sodium

Pyruvate de sodium

Glycine

©

= = W o1 o1 o1 o1

Polysorbate 80

pH 6,9 £ 0,2 4 25°C.
Dissoudre 55,2 gramme dans 1 litre d’eau distillée.

Autoclaver a 121°C pendant 15 minutes




—3% MULLER HINTON

Annexes

Constituants Quantité en g/l
Hydrolysat de caséine 17,5

Agar 17

Infusion de viande de boeuf 2

Amidon 1,5

pH 7,3 +0,2 a25°C.
Dissoudre 38 gramme dans 1 litre d’eau distillée.

Autoclaver a 121°C pendant 15 minutes.




~—3> MULLER HINTON BOUILLON

Annexes

Constituants

Quantité en g/l et mg/I

Extrait de viande

2

Calcium 20mg
Mg So4 10mg
Peptone 17.5
—3> PCA

Constituants

Quantité en g/l

Hydrolysat enzymatique de caséine 5
Extrait de levure 2,5
Glucose 1
Agar 15

pH final 7 + 2 a 25°C.

Dissoudre 23,5 gramme dans 1 litre d’eau distillée.

Autoclaver a121°C pendant 15 minutes.




—3>Sabouraud

i
r

Annexes

Constituants Quantité en g/l
Pancreatic digest of casein 5

Peptic digest of animal tissue 5

Dextrose 40

Agar 15

pH 5,6 £ 2 a4 25°C.
Dissoudre 65 gramme dans 1 litre d’eau distillée.

Autoclaver a121°C pendant 15 minutes.




Les Antibiotiques utilisés
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Chloramphénicol

Gentamicine

DMSO.

Le Solvant utilisé :




Table de MAC GRADY
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3 tubes par dilution

Nombre de | Nombrede | Nombrede | Nombrede | Nombrede | Nombre de
caractéristi | microorgani | caractéristi | microorgani | caractéristi | microorgani
que sme que sme que sme
000 0.0 201 1.4 302 6.5
001 0.3 202 2.0 310 4.5
010 0.3 210 1.5 311 7.5
011 0.6 211 2.0 312 11.5
020 0.6 212 3.0 313 16.0
100 0.4 220 2.0 320 9.5
101 0.7 221 3.0 321 15.0
102 1.1 222 3.5 322 20.0
110 0.7 223 4.0 323 30.0
111 1.1 230 3.0 330 25.0
120 1.1 231 3.5 331 45.0
121 1.5 232 4.0 332 110.0
130 1.6 300 2.5 333 140.0

200 0.9 301 4.0
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3- Viand es de volailles, de lapins et lenrs déerives

Calégories des denrées alimenlaires Micro-organismes/ _ Plan Limiles micm‘lr:riologiques
mélaboli les d'échanlillonnage (ufc/g)
n c m M
Volailles, lapins enliers (1) gl Escherichia coli 5 2 5103 5 104
découpes de volailles avec peau

S1aphvlocoques 3 coagulase + 3 2 103 104

Salmonella 5 1] Absencedans 10 g

Découpes de volailles sanspeau | Escherichia coli 5 2 103 104

el découpes de lapins
S1aphvlocoques a coagulase + 3 2 5.102 5.103
Salmonella 5 1] Absencedans 10 g
Produils 4 base de volalle deslinés | Escherichia coli 5 2 5.102 5.103
a 8lre consommes cuils
S1aphylocoques & coagulase+ 3 2 5.102 5103
Campvlobacler spp, Lhermololéranls 3 1] 102

Salmonella 3 0 Absencedans25 g

Abals crus de volaille Eschevichia coli 3 2 103 104
S1aphvlocoques A coagulase + 3 2 5.102 5.103

Salmonella 5 0 Absencedans 10 g
Viandehachée de volaille Germes aérobies a 30 °C 3 2 5.106 5.107
Escherichia coli 3 2 5.102 5.103
S1aphvlocoques A coagulase + 3 2 5.102 5.103
Campiobac ler spp, Thermo loleranls 3 1] 102
Salmonella 3 0 Absencedans25 g
Viandes séparées mécaniquemenl | Germes afrobies 3 30 °C 3 2 5.105 5.100
(VSN (2)

Escherichia coli 5 2 50 5102

Salmonella 3 1] Absencedans 10 g

0 Lesprélévemenls surles carcasses enligres sonl réalisés sur les volailles, de parl el d'aulre du bréchel (nmscles pecloraux el peau). Sur leslapins, le

prélévemenl se §il surla cuisse.

() Cescriléres sapdiquen] aux produils ulilisanl la viande enlevée desos, couverl sde chair aprés le désossage ou des carcasses de volailles, 4 laide de
moyens mécamiques enlrainanl la deslruclion ou la medificalion de la slruclure fibrense des muscles.




uadle
b e Pl e lgle deaniall ol clialiiad Lafiall il anad Ciags dul all ods <y yal @l iy 5 5Suall saliaall aailiadd ol jie JSE
<S.typhimurium <P.mirabilis <M.luteus <E.coli «B.cereus L iSs sei e« juanll (adaiuly o)l daill ¢oale a&ill ¢ Sl )
& il Ay yla alasily g i bl e duluall a0 6l ja) & plaall aad (B of) jall and) claliiuall s 54 0 ) 4ils) C Lalbicans
oae O Oa ey QAL @il 5 ALl el lalatios (e JSI L S e L asa g alandl e il < il Muller Hinton g 3l b s
Salmonella typhimurium s (~23,33) Micrococcus luteus s Jais yld ST s & cs g paall @Y jall o faa Jlad & 5l o 53
Uil claliioadl gl 25 / Pl 25 Jlag e 55 %50 (A asill 3l g fiall 5 jpasll lgle Joanll & ) ddadidl 380500 oY) sl (a420,16)
Ol zlaall aal e al a1 8 L gl ¢ ey yuac cga (Z75) 3855 Ul 10 &) (ul 12.5 / pl 37.5) 7475 38531 G s 4l cibae
LSl S Jan 5 Cun o ) jmad o Seall Jail e Ton Alle s Ulas o 3830 Bles (B Lo 16 53 Lusie dap0 1 £ 45 n da s b
) lenl JaSa g A 5l g Adadla 33LaS Tae ) 5 Sy o sl Sy el o2 e 2Ly 710,76 Asnsis ) sg) IS 55 5l il ey 7100 Apmss 25 51 81
2l aal daiall ca@il) ¢ Sl jbadil iy s Spall Sl WLzl cAlljum sativum L. sAsbidal) cilalt)
Résumé
Aujourd’hui, il existe un intérét croissant pour les productions biologiques et écoresponsables ainsi que les
techniques alternatives aux produits chimiques. L’ail (Allium sativum L.) est de plus en plus mis en avant pour ses propriétés
antimicrobiennes. Ainsi, cette étude a été réalisée avec pour objectif de déterminer I’effet inhibiteur des extraits d’ail obtenus
a partir de plusieurs méthodes d’extractions, hydro-distillation ; macération a chaud ; macération a froid et extraction du jus,
sur la croissance de B. cereus, E. coli, M. luteus, P. mirabilis, S. typhimurium et C. albicans. En plus, 1’étude de 1’effet
bactéricide de ces extraits ajouté dans la chaire de poulet. Le test de sensibilité a été effectué in vitro par la méthode de
diffusion sur Muller Hinton. Les extraits obtenus par hydro-distillation et macération a chaud ne montrent aucun résultat
inhibiteur. Le jus frais d’ail est trés efficace contre les souches étudiées, la zone d’inhibition la plus grande a été enregistré
contre Micrococcus luteus (23,33mm) et Salmonella typhimurium (20,16 mm). Les concentrations minimales inhibitrice
obtenues pour le jus d’ail et le macérat a froid sont de 50%, ce qui équivaut & 25ul/25ul. L’activité bactéricide est obtenue
par le jus frais et le macérat a froid avec la concentration 75% (37.5 pl /12.5ul). L’application de 10ul de CMB (75%) de jus
d’ail et de le macérat a froid dans 1g du viande entreposée a 4+1°C pendant 16 jours. A la fin de la conservation, nous avons
enregistré des pourcentages d’inhibitions trés importants par le jus d’ail. Les coliformes sont inhibés & 100% alors que la
Flore totale est inhibée a 10,76%. D’aprés ces résultats, L’ail offre une alternative prometteuse comme bio-conservateur et
peut compléter celui de la réfrigération.
Mots clés : Allium sativum L., activité antimicrobienne, hydro-distillation, macération, conservation, viande de poulet.
Abstract
Today, there is a growing interest in organic and environmentally responsible production and alternative techniques to
chemicals. Garlic (Allium sativum L.) is increasingly being promoted for its antimicrobial properties. Thus, this study was
conducted with the objective of determining the inhibitory effect of garlic extracts obtained from several extraction methods,
hydro-distillation; hot maceration; cold maceration and juice extraction, on the growth of B. cereus, E. coli, M. luteus, P.
mirabilis, S. typhimurium and C. albicans. In addition, the study of the bactericidal effect of these extracts added in chicken
meat. The sensitivity test was performed in vitro diffusion method on the Muller Hinton medium. The extracts obtained by
hydro-distillation and hot maceration showed no inhibitory results. The fresh garlic juice is very effective against the studied
strains, the largest zone of inhibition was recorded against Micrococcus luteus (23.33 mm) and Salmonella typhimurium
(20.16 mm). The minimum inhibitory concentrations obtained for garlic juice and cold macerate are 50%, which is equivalent
to 25ul/25pl. Bactericidal activity is obtained by the fresh juice and the cold macerate with the concentration 75% (37.5ul
/12.5ul). The application of 10ul of CMB (75%) of garlic juice and the cold macerate 1g of meat stored at 4+1°C for 16
days. At the end of storage, we recorded very high percentages of inhibition by garlic juice. Coliforms were inhibited to
100% while total Flora was inhibited to 10.76%. According to these results, garlic offers a promising alternative as a
biopreservative and can complement that of refrigeration.
Keywords : Allium sativum L., antimicrobial activity, hydro-distillation, maceration, preservation, chicken meat.
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