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Introduction

Le poivre noir, du nom scientifique Piper nigrum Linnaeus, est une plante médicinale
précieuse. C’est I’'une des épices les plus utilisées et connue dans le monde, le poivre noir est
utilisé en tant qu’épice alimentaire pour sa saveur piquante et aromatique, ainsi que son
pouvoir releveur de gout. Cependant il est aussi employé depuis des siécles en médecine
traditionnelle en tant qu’agent médicinal et méme en parfumerie, 1l contient un constituant
chimique actif «la pipérine», un alcaloide majeur piquant, connu pour posséder de
nombreuses actions pharmacologiques intéressantes, elle a été isolée pour la premiére fois en
1819 par un chimiste néerlandais Hans Christian Oersted (Wright, 2020).

Le poivre noir est principalement utilisé dans les recettes de curry comme masala et
aussi comme ingrédient dans les prescriptions de la médicine populaire, utilisé aussi pour
aromatiser les aliments et le boissons, pour la conservation des denrées alimentaires,
cosmétiques, parfumerie, parfumerie, produits de boulangerie et divers autres produits
(Kadam et al., 2015).

Les epices et les herbes sont devenus contaminés a n'importe quel point de la production
a la consommation, comme beaucoup d'autres produits agricoles. Plusieurs micro-organismes
découverts dans les épices et les herbes ont le potentiel pour provoquer la maladie humaine en
incluant le Bacille cereus, Clostridium perfringens, Escherichia coli, la Salmonella spp.,

Listeria monocytogens et Staphylococcus (Hassane et Altalhi, 2013).
L’objectif de la présente étude, est d’évaluer la qualité microbiologique du poivre noir,

Ce travail est scindé en deux parties. La premiére partie représente 1’étude bibliographique qui
regroupe une généralité sur le poivre noir ainsi que, sa composition et son utilisation. La
seconde partie et a cause de 1’épidémie de COVID 19, une étude expérimentale, qui présente
la méthodologie utilisée pour la réalisation de différentes analyses microbiologiques dans un
premier chapitre et un second chapitre englobe 1’ensemble des résultats et leurs discussions,
qui ont été trouvés a partir de I’analyse de quelques articles scientifiques qui se déroule dans

le méme contexte de notre travail.En fin une conclusion et des perspectives.
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Chapitre 1 Généralités sur le Piper nigrum

1.1. Historique

L’histoire des épices est aussi ancienne que 1’histoire de la civilisation humaine, parmi
les épices le poivrier ou « Piper nigrum » est originaire de 1’Orient, plus exactement de
I'Inde d’ou a I’époque, comme beaucoup d’autres épices a saveur tres forte.C’est une des
¢épices les plus anciennement connues car c’était déja au IVeéme siccle avant Jésus-

Christ que THEOPRASTE I’a déja constatée (Ratsaraefatrarivo, 2012).

le poivre noir est le roi. C’est I’épice la plus importante, la plus populaire et la plus
largement utilisée dans le monde. 1l a de nombreuses utilisations culinaires pour aromatiser
et préserver les aliments transformés et est important sur le plan médical. Environ 34 % des

épices commercialisées a I’échelle internationale représentent le poivre (Peter, 2001).

Le sud-ouest de I’'Inde est le pays traditionnel de cette épice importante, en particulier
les régions cotieres occidentales de 1’Inde méridionale (la c6te de Malabar).Et en été la
premiére épice orientale a étre introduite dans le monde occidental, et était bien connu parmi
les Romains et les Grecs. Le poivre a contribué a améliorer la saveur, la conservation des

aliments, et était également utilise en medecine (Peter, 2001).

1.2. Définition

Le poivrier est une plante grimpante, vivace, qui produit des grappes de fruits globuleux
qui sont d'abord verts, puis jaunes ou oranges quand ils sont murs (voir annexe 1). Le génie
Piper comprend environ sept cents especes, seul Piper nigrum est actuellement important en
tant qu'épice (Brooks, 2004).

Le poivre doit satisfaire a une qualité commerciale dans laquelle interviennent : I'odeur,
la saveur, 1’aspect, le poids de 100 grains, la densité (18 000 grains par kilo), la quantité de

grains creux et de matiéres étrangeres (Hassad, 2007).

1.3. Describtion botanique
Le Piper nigrum se présente sous la forme d’une liane pérenne, a feuillage persistant,
s’accrochant et s’¢levant sur un tuteur par des racines adventives et pouvant alors

atteindre 10 m de hauteur (Andrianarijona, 2010).

1.3.1. Systéme racinaire
Le systéme racinaire est composé de trois a six racines principales d’ou émergent un

réseau de racines latérales (Pham, 2007).
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1.3.2. La partie aérienne

a. Les stolons qui rampent sur le sol, a la base de la plante, organe végétal de
multiplication asexuée.

b. Les tiges verticales ou orthotropes (ou de charpente) : sont des lianes gréles,
ligneuses, vivaces, flexibles et grimpantes, pouvant dépasser dix metres de haut a
I’état naturel, permettent le soutien vertical de la plante, qui portent les racines
adventives et générent secondaires (plagiotropes).

c. Les tiges plagiotropes (ou fructiferes) qui portent les inflorescences et sont
grossierement horizontales, et les rameaux plagiotropes sont plus fins (2 a 3 ml
d’épaisseur) et plus courts que les tiges.

- L’inflorescence : se présente comme un épi de 20 a 50 fleurs donnant des baies vertes
virant au jaune puis au rouge.

- Les feuilles : sont allongées, simples, isolées portées par les tiges orthotropes et les
rameaux plagiotropes ne sont pas identiques.

- Les fleurs : dépourvues de pédoncule floral, ne possedent ni pétales, ni sépales, donc
apérianthées, il ’ya une fleur femelle et la fleur bisexuée.

- Le fruit : baie sphérique 0,5cma 2,8cm de diametre, L’ovaire devient un fruit

de trois a huit millimétresd’abord verte puis jaune, enfin rouge a maturité.

2| =2 3| =

5
- |5 & < [

Figure 1. Schéma d'une branche de Piper nigrum (www.toildepices.com).

1-rameau avec ses feuilles et ses épis fructiféres, 2- baie verte, 3-coupe transversale
d’une baie verte, 4-fragment d’un épi vert, montrant 3 fleurs bisexuées, 5- fragment

d’un épi mir, 6- baie mdre, 7- coupe transversale d’une baie mire.
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1.4. Taxonomie
Parmi les 700 especes recensées du genre Piper, le poivre noir ou Piper nigrum est
la plus commune (Mathieu, 2018).

Embranchement:SeprmaphytesSous embranchement: Angiospermes

Classe: Dicotylédone  Sous classe: Apétales  Ordre: Pipérale

Famille: Pipéracées  Genre: Piper ~ Espéce: Nigrum  (Pham, 2007).

1.5. Composition du poivre noir

La qualité du poivre est assurée par deux composantes sont:de la pipérine qui contribue
au piguant, et de I’huile volatile qui est responsable de ’ardme et de la saveur, en plus des
compose comme ci-dessous dans le tableau (tab.1) :

Tableau 1. Composition organique et minérale de I'équivalent de 100 g de poivre noir
(Wright, 2020).

Composés Concentration en g /100g
Amidon 32.1-42.8
Protéines 2.1-6.0

Sucres solubles dans 1’eau 2.3-8.0

Pipérines 1.8-4.2

Oléorésine 59-13.9

Acides amines libres 0.3- 08
Phénols 0.3-0.6
Huiles essentielle 14-52

1.6. L’effet thérapeutique de poivre noir
- Action anti : plaquettaire, pyrétiques, dépressive, convulsivantes.
- Activité anti- inflammatoire lors d’un accident cérébrale ischémique.
- Actions anti tumorale et chimio préventive (cancer de la prostate, le carcinome du
cblon) et des propriétés concernant la fertilité et la reproduction.
- Action anti- diabétique et anti allergique, antifongiques et antibactériennes.
- Action sur le tube digestif (sécrétion gastrique, salivaire, pancréatique)
(Pham, 2007 ; Wright, 2020).

- Action anti-oxydante et antimicrobienne (Elizabeth et al., 2017).
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1.7. Toxicité du poivre noir
le poivre noir ne présente pas de toxicité lorsqu’il est consommé de fagon modéré
(quelques tours de moulin & poivre par repas). Le FDA considére le poivre noir comme

un épice sans danger, assaisonnement ou aromatisant.
»  Des cas de morts chez des enfants par aspiration du poivre

I1'y a eu plusieurs cas de décés lié a une consommation forcé de poivre noir en guise de
punition, dans un cas, le poivre a été versé dans la gorge d’un enfant de cing ans qui est
devenu dyspnéiques immédiatement, puis apnéique, et sa mort a été prononcé une heure plus
tard (Wright, 2020).
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La qualité microbiologique des épices est déterminée, & une mesure significative, par le
statut hygiénique et les conditions de I'environnement de la région dont ils naissent et ou on,
d'habitude, seulement les prétraite. Les contaminations d'épices avec la microflore indésirable
peuvent se produire a chaque stade de leur processus de production, c'est-a-dire récolte,
traitement, aussi bien que pendant I'entreposage, la distribution, la vente au détail et utiliser
par les consommateurs (Alioune, 2015).

2.1. Facteur influengant la croissance microbienne

2.1.1. Facteurs intrinseques
2.1.1.1. PH

La valeur de pH de la plupart des aliments situé entre (6.0 a 7.5) (Nout et al., 2003).

La gamme de pH de croissance pour les moisissures (1.5 a 9.0), pour les levures (2.0 a
8.5), pour les bactéries a Gram positif (4.0 a 8.5), et pour les bactéries a Gram négatif (4.5 a
9.0) (Bibek, 2005).

2.1.1.2. Potentiel redox
Les aérobies obligatoires ou stricts, ils ont un besoin en oxygéne et Eh élevé, par

exemple Pseudomonas fluorescens, qui croit a un Eh de +100 a +500 mV.

Les anaérobies obligatoires ont tendance a se développer uniquement a des potentiels
redox faibles ou négatifs et nécessitent souvent I’absence d’oxygeéne. Par exemples il a été
observé que Clostridium acétobutylicum peut croitre a un Eh aussi élevé que +370 mV
maintenu par le ferricyanure, mais ne croit pas a +110 mV dans une culture aérée (Adams et
Moss, 2008).

2.1.1.3. Activité de ’eau

L’activité de I’eau est défini par le rapport de la pression de vapeur d’eau du substrat
alimentaire a la pression de vapeur de 1’eau pure a la méme température aw = p / p,. L’activité
de I’eau de la plupart des aliments frais est supérieure a 0.99. Les bactéries nécessitent des
valeurs de (aw) pour la croissance plus élevées que les champignons, les bactéries a Gram

négatif ayant des exigences plus élevées que les bactéries a Gram positifs (Jay et al., 2008).

2.1.1.4. Substance nutritives

Pour le développement des micro-organismes, il doit trouver dans le milieu tous les
éléments necessaires a ses synthéses et les conditions physico-chimiques favorables
(Nout et al., 2003).
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Les bactéries a Gram positif sont les moins synthétiques et doivent étre fournies avec
ces composés (eau, source d’énergie, source d’azote, vitamines et minéraux) avant qu’ils ne
se développent, les bactéries & Gram négatifs et les moisissures sont capables de synthétiser la
plupart de leur besoins (Jay et al., 2008).

2.1.2. Facteurs extrinseques
2.1.2.1. Température

Tous les micro-organismes ont une température minimale, maximale et optimale de
croissance. La température minimale et maximale, sont les températures a laquelle le microbe
peut croitre, et la température optimal est la température a laquelle le microbe se reproduit le
plus rapidement. Il y a 3 classes de micro-organismes selon leur température de croissance
(Tab.2) (Lapointe-Vignola, 2002).

Tableau 2. C lassification des microorganismes selon leur température de croissance

Classes Température moyennes (°C)
Minimale Optimale Maximal
Psychrotrophes 0 22 30
Mésophiles 5 35 45
Thermophiles 40 55 70

2.1.2.2. Atmosphere gazeuse

L’oxygene et le dioxyde de carbone sont les deux gaz les plus importantes en contacte
avec les aliments.Les moisissures et les bactéries a Gram négatif oxydatives sont les plus
sensibles et les bactéries a Gram positifs en particulier les lactobacilles, ont tendance a étre

les plus résistants (Adams et Moss, 2000).

2.2. Les germes responsables d’altération de poivre noir
2.2.1. Coliformes
2.2.1.1. Les coliformes totaux

Le groupe de coliformetotauxcomprend toutes les bactéries aérobies anaérobies
facultatives, Gram négatives, non sporulées, cytochrome oxydase négatives en forme de
batonnets, qui font fermentes le lactose avec dégagement de gaz en moins de 48 heures a
35°C (Desjardins, 1997).

2.2.1.2. Les coliformes fécaux

Les coliformes fécaux, ou les coliformes thermo tolérants, sont un sous-groupe des
coliformes totaux capables de fermenter le lactose a une température de 44.5°C. La présence
de coliformes fécaux témoigne habituellement d’une contamination d’origine fécale, plusieurs

coliformes fécaux sont pas d’origine fécale, provenant plutét d’eaux enrichies en maticres
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organiques, tels les effluents industriels du secteur des pates et papiers ou de la transformation
alimentaire (Barthe et al., 1998).

2.2.2. Escherichia coli

Escherichia est le genre type de la famille des Enterobacteriaceae et E.coli est I’espéce

type du genre, c’est un bacille, Gram négatif, anaérobie facultative (Nataro et Kaper,1998).

E.coli est tres petit, d’environ 2.5um de longe et 0.8um de diamétre, s’il est présent dans
I’intestin humain et d’autres animaux a sang chaude, le plus mais pas tout E.coli sont
sympathiques. mais une cause les infections d'étendue urinaires, d'autres provoquent des

maladies diarrheal et contribuent a la mortalité de infant (Berg, 2008).

2.2.3. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus est un coccus a Gram positif formant des cellules sphériques a
ovoides d’environ 1 mm de diametre. La divesion cellulaire se produit dant plus d’un plan, de
sorte que les cellules formant des amas irréguliers ressemblant & des grappes de raisin.
Staphylocoques sont catalase positive, oxydase négative, anaérobie facultatives
(Adams et Moss, 2008).

S.aureus est un microorganisme pathogene pouvant causer des infections ainsi que des

intoxication alimentaires (Toldra, 2009).

2.2.4. Salmonelles
Les salmonelles son des bacilles a Gram négative apparentant a la famille des

enterobactéries (Oyarzabal et Backert, 2011).

Generalement mobiles avec des flagelles péri triches, poussent sur gélose nutritive,
aéro-anaérobie, ferment le glucose, souvent avec production de gaz, test oxydase négatifs,

réduire le nitrate en nitrite (Wray, 2000).

Les salmonelles sont des bactéries présentes dans le tractus gastro-intestinal des
oiseaux, des reptiles et des animaux de ferme. la salmonelle chez I'homme peut provoquer une

maladie caractérisée par la diarrhée, la fievre et la douleur (United States et al., 1990).

2.2.5. Clostriduim

Clostridium difficile est un anaérobie gram-positif, sporulé, bacille producteur de
toxines transmis aux humains par la voie fécale-oral. La relation entre le bacille et les
humains était autrefois considéré comme commensal, mais C.difficile est devenu un

pathogene entérique majeur avec une distribution mondiale (Danial et al., 2015).
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2.2.6. Champignons microscopiques
2.2.6.1. Levure

Les levures sont largement distribuée dans la nature. Les cullules sont ovales,

sphériques ou allongées, d’environ 5-30 X 2-10um, immobiles (Ray et Bhunia, 2008).

2.2.6.2. Moisissure

les moisissures sont immobiles, filamenteux er ramifiés. La paroi cellulaire est
composeées de cellulose, de chitine ou des deux. Une moisissure ou thalle est composée d’un
grand nombre de filaments appelés hyphes. Un agrégat hyphes est appelé mycélium
(Ray et Bhunia,2008).
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A cause du cas spécial de cette année (CORONA VIRUS),la partie expérimentale est

remplacée par une analyse de quelques articles scientifiques.

Le but de cette étude est d’évaluer la qualité microbiologique du I'un des épices le plus
utilisé dans les plats traditionnels algérien; le poivre noir (Piper nigrum), par la recherche et le

dénombrement de quelques microorganisme pathogénes.

3.1. Les germes recherchés
e Flore Mésophile Aérobie Totale (FAMT).
e Coliformes totaux et fécaux.
e Staphylococcus aureus.
e Salmonelles.
e Esherichia coli.
e Les champignons (Levure et Moisissure).

3.2. Méthodologie de travail

Selon le protocole défini par les méthodes normalisées, établit par 1’association

francaise de la normalisation AFNOR en 2004.

3.2.1. Broyage

Pour les épices a I’état de graines ; comme le poivre noir, ont été broyées a 1’aide d’un

broyeur préalablement nettoyé a 1’alcool.

3.2.2. Préparation de la solution mere et les dilutions décimales

Les manipulations ont été réalisées entre deux becs bunsen pour un maximum d’asepsie

(AFANOR , 2004).

»  Lasolution mere : deux cent vingt cing (225 ml) millilitres d’eau physiologique (EP)
ont été rajoutée avec 25 g de poivre noir poudre, pesés avant la filtration sur des

gazes stérile.
»  Des dilutions décimales a partir de la solution méres (SM) ont été ensuite réalisées

pour la recherche des germes (Figure 2).

10



Chapitre 3

Matériel et Méthodes

S
Suspension mére (SM) 10

dilution10-?

dilution10-
225ml EP+25g d’épices 9ml EP+1ml SM 9ml EP +1ml 10 9ml EP +1ml 10

dilution10+

Figure 2. Le principe des dilutions décimales (AFANOR, 2004).

3.2.3. Recherche et dénombrement de la flore mésophile aérobie totale

L’étude de la flore totale renseigne sur la qualité organoleptique et la durée prévisible

de conservation: Ialtération n’apparait que pour une flore totale de 1’ordre de 10° & 108 par

gramme (Guiraud et Galzy, 1980).

Tableau 3. Les méthodes de recherche des FTAM utilisées dans quelques articles.

L’article applicable Le principe L’incubation lecture
D’aprés Hampikyan Bacteries aérobies 48 h d'incubation a
et al (2009). mésophiles totales 35°C.

(FTAM) a été
déterminée sur la
gélose sur plaque
(Oxoid CMO0463).

D’apres Djordjevic
et al (2019).

L’¢échantillon a été
placer dans une
solution salée, ensuit
la solution lave ont
été traités
thermiguement dans
un bain d’eau a 80°C
depuis 10 min pour
isoler et compter les
bactéries formant
spore mésophile.
enfin apres la
dilution d’une
solution lave a été
place sur une gélose
de PCA.

30°C pendant 72 h.

Les colonies des
bactéries apparues
ont été comptées et

calculées.
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3.2.4. Recherche et déenombrement des coliformes totaux et fécaux

Selon ISO les coliformes sont des bacilles a Gram négatif, non sporulées, Oxydase
négative, anaérobie facultatives, capable de fermenter le lactose (et le mannitol) avec
production d’acide et d’aldéhydes en 48h a des températures de 35 a 37°C.

D’aprés Shamsuddeen (2009) :
e Principe

Il consiste a utiliser des milieux liquides de bouillon lactose dans des tubes a essai, et un

tube de Durham inversé.

e Mode opératoire
Fait appel a deux tests consécutifs a savoir :

% Test présomptif

> Préparer 3 séries de 3 tubes chacun contenant 9 ml de bouillon de lactose et un tube de
Durham inversé, ont été autoclaves pour stériliser et expulser I’aire.

»  apartir de la dilution 1:10, 1 ml d'inoculum a été transféré a chacun des trois premiers
des 9 tubes a essai contenant 9 ml de bouillon de lactose. Ensuite, 1 ml a également
été transfére de la dilution 1:100 a chacun du deuxieme ensemble de trois tubes a essai
de lactose bouillon et finalement 1 ml d'inoculum a été transféré de dilution 1:1000
dans chacun des trois derniers tubes.

»  Tous les 9 tubes a essai ont été incubés a 37°C pendant 24 heures.

e Lecture et interprétation
> les tubes ont été observé pour la production de gaz et le nombre de gaz les tubes
positifs ont été comparés aux tubes les plus probables table numérique (MPN) pour
estimer le plus probable nombre de coliformes par gramme d'échantillon.

% Test confirmatif

»  Une boucle pleine de l'inoculum des tubes positifs au gaz a été striee sur Plaque de
gélose a l'éosine bleue de méthyléne (EMB).

»  Incubée a 37°C pendant 24 heures.

e Lecture et interprétation

»  les colonies qui a formé une couleur noir bleuatre avec du vert métallique des reflets et
des colonies rougeatres ont été notées et isolées sur des inclinaisons d'agar
(Shamsuddeen, 2009).

% le test complet pour les coliformes fécaux
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»  Aussi les colonies montrant des reflets métalliques sur EMB, ont été sous-cultivé dans

des tubes de bouillon de lactose.

> Incubé a 37°C. Les tubes ont été observés aprés 24 heures, Pour production de gaz

Tableau 4. Les méthodes de recherche des CT et CF utilisées dans quelques articles.

L’article applicable Le milieu Le principe L’icubation
D’apres Geeta et Gélose de Bile Les dilutions ont été Incubés & 37°C
Kulkarni (1987) Rouge Violet. plaquées sur le pendant 24 h.

médium de gélose.

D’aprées Garcia
et al(2001)

Lauryl sulfate de
tryptose (LST).

Ont été estimés par
une détermination de
nombre le plus
probable de trois
tubes en bouillon de
lauryl sulfate de
tryptose.

Les tubes LST
producteurs de gaz
ont été confirmés
par l'utilisation de
brillant bouillon de
bile de lactose verte
2%.

Eté incube a44,5°C
pendant 48 h.

D’apres Banerjee et
Sarkar (2003)

Tubes BGBB.

Pour les testes
coliformes fécaux
des tubes inocules.

44°C + 0.5°C
pendant 24 h.

D’apres Khattak

Milieu agar Mac

37°C pendant 24 h.

(2012) Conkey.
D’apres Salari Geélose coliforme Les coliformes 35°C pendant 24 h.
et al (2012) Chromocultes. étaient estimés en
versant dans la
gélose.

D’apreés Mehanneds | Sur gélose tergitol au | Coliformes totaux et 24 ha37°C
et al (2014) TTC 7 Agar. fécaux/100ml: (C. totaux).
dénombrement par 24 ha44°C
filtration sur (C. fécaux).

membrane 0,45 pum.

3.2.5. Recherche et dénombrement des Staphylococcuse aureus

Appartenant au genre des Staphylococcuse, le staphylocoque doré est une bactérie Gram

positif qui se présente comme une coque, associée par groupes en amas (grappe de raisin) ou

en chaines, possede une Cat +, Oxy -, Coagulas +, Mannitol + (El-Jakee et al., 2008).
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Tableau 5. Les méthodes de recherche des S. aureus utilisées dans quelques articles.

L’article applicable Le milieu Le principe L’incubation
D’aprés Banerjee et | Plaques de gélose Staphylocoques a été 35°C pendant 24h a
Sarkar (2002) Baird Parker effectué sur étaler des 48h
plaques de gélose Baird
Parker
D’apres Gélose Baird-Parker | Le nombre de S. aureus a | Ensuite incubés a
Hampikyan (BPA - Oxoid été déterminé par 35°C pendant 24 h.
et al (2009) CMO0275) étalement en double sur

gélose complétée avec
émulsion de jaune d'oeuf
— tellurite (émulsion E-
Y-T - Oxoid SR0054).
Identification des
S.aureus : coloration de
Gram, test Catalase, test
de coagulas,
confirmation avec la
gélose DNase (DNase -
Oxoid CMO0321) apres
18-24 h d'incubation a

35°C.
Chakraborty Mannitol Salt agar 0.1 ml d’échantillon 37°C pendant 24 h.
et al (2020) MSA dilué ont été isolés sur la

geélose.

3.2.6. Recherche et déenombrement des Selmonelles

Les salmonelles sont des bacilles Gram négatif, mobiles a I’aide des ciliature péritriche,
aero-anaérobie facultatifs, catalase positif, oxydase négative, nitrate réductase positif, capable
de fermenter le glucose par fermentation alcoolique mais incapable de fermenter le lactose ou

de produire de I’'uréase, H2S positif ou négatif, indol négatif (Guirand, 2012).

D’apreés Hampikyan et al (2009), I’isolement de Salmonella spp, a été réalisée en quatre

étapes :

A. Pré-enrichissement
L'eau peptonée tamponnée (BPW-Oxoid, CMO0509) (225ml) était ajoutée a 25¢g
d'échantillon de boulettes de viande de chaque groupe, et incubé a 35-37 °C pendant 16-20 h.
B. Enrichissement sélectif
0.1 et 1ml de I'nomogénat a été transféré dans le milieu Rappaport-Vassiliadis (RV-
Oxoid, CMO0669) et bouillon tétra thionate (TT-Oxoid, CMO0671), avec une période
d'incubation de 42 et 43°C pendant 24 h respectivement.
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C. Isolement sélectif
Apreés l'incubation, une boucle de chaque tube a été strié sur gélose au sulfite de bismuth
(BS -Oxoid, CM0201), xylose gélose desoxycholate de lysine (XLD-Oxoid, CM0469) et
Hectoen gélose entérique (HE-Oxoid, CM0419) et incubée pendant 20-24 h a 35°C.

D. Identification
>  Les colonies typiques ont été veérifiées et sélectionnées pour la croissance sur gélose

nutritive (NA-Oxoid, CM0003) a 35 °C pendant 18-24 h et identifié par gélose triple
sucre fer (TSI - Oxoid, CM0277), lysine gélose au fer (LIA-Oxoid, CM0381) tests de
fermentation, test uréase (bouillon d'urée-Oxoid, CM0071) et tests VVoges-Proskauer,
indol, O-, Viand H-antigéne (Murex Salmonella Polyvalent Agglutinating Sera).

>  Tous les tests microbiologiques ont été effectués en double et les résultats ont été

exprimés en log10 UFC/ g.

Tableau 6. Les méthodes de recherche des Salmonelles utilisées dans quelques articles.

L’article applicable Le milieu Le Principe L’incubation
D’apres Geeta et Bismuth gelose au Les dilutions ont été | Les plaques incubées
Kulkarni (1987) sulfate plaquées sur le a 37°C pendant 24h

milieu.
D’apres Garcia Bouillon lactose 9 ml de milieu + 3g 37°C pendant 24h
et al (2000) comme milieu de d’échantillon sont
pré-enrichissement homogénéisé dans
des tubes.

D’aprés Abou Donia Le milieu était la
et al (2008) cystine sélénite et les
géloses sélectives
(sulfite de bismuth,
bouillon vert brillant,
triple sucre fer et
gélose lysine fer

D’apres Ulukanli Eau peptone 37°C pendant 24h
et al (2010) tamponnée
Bouillon Rapport 42°C pendant 24h
Vassiliadis
Gélose Salmonella- 37°C pendant 24h
Shigella S-S

3.2.7. Recherche et dénombrement des E. coli
Escherichia coli appartient a la famille des Enterobacteriaceae. Pousse sur milieu

hektoen. Il s’agit d’un bacille Gram négatif, en forme de batonnet, a sporulé, aéro-anaérobies

facultatifs possede une Oxydase -, Catalase + (Anonyme, 2012).
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Tableau 7. Les méthodes de recherche d’E. coli utilisées dans quelques articles.

L’article applicable Le milieu Le principe L’incubation
D’aprés Banerjee et En utilise ’eau E. coli était confirmé 37°C pendant
Sarkar (2002) peptone et le réactif sur la base de la 24-48 h.

de Kovac band

production d’indole.

D’aprés Hampikyan

Milieu TBX agar

Eté quantifié sur le

44°C pendant 24h.

et al (2009) milieu
D’apres Ulukanli Gélose de bleu de 37°C pendent
et al (2010) méthylée 24-48h.
EMB agar
Bouillon Novobiocin 37°C pendant 24h.
EC modifié
D’apres Khattak Le milieu de gélose Les colonies Incubé & 37°C

(2012)

Mac Cenkey, éosine
gélose au bleu de
méthyléne EMB.

apparaissant sur le
milieu de gelose
Mac Cenkey ont
ensuite été sous-
cultives sur éosine
geélose au bleu de
méthylene
EMB.aprés
I’incubation les
colonies aux
caractéristiques
métalliques verdatres
couleurs ont été
soumis a des testes
IMVIC pour
identifier E .coli

pendant 24, 48 h.

D’apres Salari
et al (2012)

Bouillon de
laurylsulfate

Etait détecté par la
production de gaz et
d’indole sur bouillon

Incubation de
bouillon de E. coli et
I’eau peptone 37-
44°Cpendant 48h.

D’apres Chakraborty
et al (2020)

Milieu agar Mac
Cenkey

A partir 0,1ml
d’échantillon dilué
ont été étaler sur le

milieu.

37°C pendant 24h

3.2.8. Recherche et dénombrement des Champignons

Les champignons sont des organismes unicellulaires ou pluricellulaires dont les cellules

possédent un noyau (eucaryote). Ce sont des hétérotrophes se nourrissent par absorption et

utilisent le carbone organique comme source de carbone (Dufresne et St-Germain, 2014).
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Tableau 8. Les méthodes de recherche des champignons utilisées dans quelques articles.

L’articleapplicable Le milieu Le principe L’incubation
D’aprés Hampikyan | Gélose glucosea Les levures et moisissures Les plaques
et al (2009) ’extrait de levure ont été déterminées sur incubées a 25°C
et au Gélose glucose a I’extrait de | pendant 3-5 jours.
chloramphénicol. levure et au

chloramphénicol (YGC).

D’apres Agar d'extrait de | 1 ml d'échantillon dilué ont | Les plaques ont éte
Shamsuddeen malt fondu. été transferées dans des incubées a
(2009) boites de Pétri en double. | 20-25°C pendant 5
Cela a éte suivi par une jours.

coulée aseptique d'environ
15-20 ml d'agar d'extrait de

malt fondu.
D’apres Khattak Gelose de Les plaques ont eté
(2012) dextrose de incubées a une
pomme de terre. température de

28°C depuis 3-5.

3.2.8.1. Identification des moisissures

Selon le genre et I’espéce, I’identification peut nécessiter I’isolement sur d’autres
milieux de culture et a partir des caractéristiques macros et microscopiques
(Genevieve Marchand, 2008). On resume les méthodes d’identification utilisées d’apres

quelques articles dans le tableau ci-dessous (tab.9) :

Tableau 9. Les méthodes d'identification des moisissures appliquées dans les articles.

L’article applicable M¢éthode d’identification

D’aprés Geeta et Kulkarni (1986) Les champignons ont été identifiés sur la
base de la couleur des colonies sur gélose
pomme de terre dextrose, caractéristiques de
coloration au bleu de coton lactophénol et
disposition des hyphes fongiques et des
spores.

D’aprés Mandeel (2005) Apres incubation, toutes les plaques ont été
examinées visuellement, directement et avec
un stéréo-microscope. Colonies de
moisissures représentatives de tous les types
morphologiquement différents présents
étaient individuellement sous-cultivés par la
méthode de la point hypale sur PDA, gélose
a la levure de mais, CDA et eau agar pour
I’identification.
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3.2.9. Expression des résultats
Selon JORA, chaque boite retenue devra contenir au plus 300 colonies et au moins 15

colonies. Le comptage est effectu¢ a 1’aide d’un compteur de colonies aprés la période
d’incubation, le nombre de microorganismes par gramme de prouduit est calculé a partire des

boites retenues au niveau de deux dilutions successives a ’aide de la formule suivante:

N = ¢
~ (n1+0.1n2)dVv

(UFC/g)

N : le nombre de microorganisme par gramme de prouduit.
C : lasommme des colonies compteées par les boites retenue.
nl: le nombre de boite retenues a la premiere dilution.

n2 : le nombre de boite retenues a la deuxieme dilution.

d: le taux de dilution correspondant a la premiere dilution.

V : volume de solution déposée.
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4.1. Résultats des analyses microbiologiques

Les résultats des analyses microbiologiques sont interprétés a partir des critéres et
propriétés microbiologiques fixés par des normes, ces critéres d’appréciation sont définis par
I’arrété ministériel publié sur le Journal Officiel de la République Algérienne Démocratique et
Populaire n°39 (2017), et par ICMSF (International Commission on Microbiologie
Spécification for Food in India) (voir annexe 2).

4.1.1. La Flore Mésophile Aérobie Totale
Les résultats de recherche des FTAM a partir de quelques articles analysés, sont
regroupés dans le tableau ci-dessous (tab.10) :

Tableau 10. Résultats de denombrement des FTAM dans les échantillons de poivre noir.

Article Nbr
Kneifel et Berger (1993) 2.2x10’UFClg
Garcia et al (2000) 10°a 107 UFC/g
Banerjeeet Sarkar (2002) 51 %
Garbowska et al (2015) <10*UFClg

Selon JORA (2017), les normes microbiologiques pour les flores mésophiles totale
doivent étre totalement absentes, mais d’aprés le tableau (tab.10) toutes les études des
auteures ont montrés des résultats non répondant pas a cette exigence. Donc dans ces études la

qualité microbiologique de poivre noire est non satisfaisante.

D’apres Garcia et al (2000), Kneifel et Berger (1993) les FTAM ont été détecte dans
I’échantillon de poivre noire avec de moyenne 10° a 10’ UFC/g et 2.2x10’ successivement
qui sont supérieur a la norme sitée par JORA et ICMSF (la Commission International
Nourritures de Spécification Microbiologiques). Par contre Garbowoska et al (2015) ont été
trouvés un taux faible des FTAM (<10* UFC/g) a celui signalé par ICMSF.

Chez Schwab et al (1982), a également fait des analyses microbiologiques, il a trouvé
que poivre noire contient la valeur de 2.5x108 UFC/g pour le FTAM.

D’aprés Nur et al (2018), le résultat de cette étude montre que des échantillons de

poivre noire ont un taux moyen des FTAM >10° UFC/qg.

Selon Banerjeeet Sarkar (2002), d’aprés le tableau (tab.10) le dénombrement des
FTAM dans le poivre noir révele 51% d’échantillons sont non satisfaisants. Une autre étude,

Stankovic et al. (2006) ont déclaré que dans 55 % des 101 échantillons d'épices et d'herbes, la
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qualité microbiologique était inacceptable et que la plus mauvaise qualité microbiologique a

été déterminée dans des échantillons de poivre noir (mais moulu et entier).

Des différences significatives dans les résultats des études publiées par divers auteurs
traitant de la contamination microbiologique totale des épices et les herbes peuvent étre dues
a de multiples facteurs. Quelques épices contiennent des substances ayant de puissants effets
antibactériens, par ex. thymol, carvacrol, camphene ou pipérine, dont la présence peut exercer
I'effet inhibiteur sur la microflore des produits de ce type et affectent un faible nombre de
FTAM (Burt, 2004).

4.1.2. Les coliformes totaux et fécaux
La présence des coliformes dans quelques échantillons du poivre noir est mentionnée

dans le tableau ci-dessous (tab.11) :

Tableau 11. Résultats de denombrement des coliformes dans les échantillons de poivre noir.

Article Espéece Nbr

Rodriguez et al (1991) Coliformes 10° UFCl/g
Banerjee et Sarkar (2003) Coliforme totaux 15 %
Coliforme fécaux 33 %

Apres cette résultats et selon JORA (2017), les normes microbiologiques pour les
coliformes doivent étre présenté dans notre échantillon par des pourcentages : 15% pour les
CT, et 33% pour les CF selon I’auteur Banerjee et Sarkar (2003). Donc les données ont

montré qu’étaient en accord avec les normes de la législation Algérienne et internationale

ICMSF.

Certains de ces échantillons ont dépassé la limite fixée par la commission internationale
des spécifications microbiologiques pour les aliments (ICMSF,1974), comme chez I’auteur
Roudrigez et al (1991), qui ont marquée une contamination trés importantes 10°dans le poivre
noir, quia fixé une limite maximale de 103 UFC par gramme d’épice pour le coliformes, le

nombre éléve de coliformes peut étre due a une mauvaise hygiéne, donc la qualité

microbiologiques non satisfaisante pour le poivre noir.

Dans une étude réalisée par Geeta et Kulkarni (1987) un niveau élevé de coliformes
totaux a valeur maximale de 2,2 x10* UFC/g a été enregistré dans 1’échantillon de poudre de
poivre noir, cette résultat proche a nos résultats chez ’auteur Roudrigez et al (1991), donc

témoignant d’une mauvaise hygiéne, une autre étude menée en Inde par Schwab et al (1982)
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dite le nombre de coliformes variaient de mois de 3 a 1,1x10° par g ; et les valeurs moyennes
étaient inferieurs a 20 par g. Cependant, les CT et CF étaient presque absents dans les
échantillons chez Banerjee et Sarkar (2003).

Plusieurs études sur les parametres microbiologiques de ces produits ont démontré qu'en
général, les épices et les herbes sont plus fortement contaminées a I'importation qu'au détail
(Brillhart, et al, 1986 ; Julseth et Deibel, 1974; Schwab, 1982). Il est évident que le degré et la
fréquence de contamination microbienne d'une épice sont principalement influencés par la
conditions d'hygiene a son origine et a l'usine de transformation, ainsi que par sa nature
chimique (De Boer et Boot. 1983 ; Gerhardt, 1990 ; Lewis, 1984).

4.1.3. Staphylococcus aureus
Le tableau ci—dessous (tab.12) résume les résultats d’analyses microbiologiques pour la
recherche des Staphylococcus aureus.

Tableau 12. Resultats de denombrement des S. aureus dans les échantillons de poivre noir.

Article Espéece Nbr
Banerjee et Sarkar (2003) S.aureus 11%
Abou Donia (2008) S.aureus ND

Hampikyan et al (2009) S.aureus 4.23 UFClg
15%

ND : non détecté.

Les données ont montré que le pourcentage de ce échantillon 15% d’aprés Hampikyan
et al., (2009) et 11% d’apres Banerjee et Sarkar (2003), et I’absence totale de ce bactéries
chez I’étude de Abou Donia (2008), étaient acceptable avec les normes de législation

algérienne.

Cesresultats ont été comparés a ceux trouve par Parveen et al (2014) il a trouvée des

résultats différents, qu’il a note une absence de S. aureus.

L’absence de ces germes pathogénes Staphylococcus aureus est assez encouragement,
cela peut étre du aux effets antimicrobiens des épices (Geeta et Kulkarni, 1987), ou expliquée
par I’efficacité du procéde aseptique, ’hygiéne défectueuse du personnel comme la principale
source de contamination: le lavage des mains, la désinfection et un meilleur control lors des

manipulations.

Price et Schweigert (1971), ont dit qu'a moins que I'on ne traite des épices pour réduire
leur contenu microbien, ils peuvent ajouter de hauts nombres et une sorte indésirable

d'organismes a la nourriture dans laquelle ils sont utilisés.
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4.1.4. Les Salmonelles
Le tableau ci-dessous (tab.13) résume les résultats d’analyses microbiologiques pour la

recherche des salmonelles réalisés par les auteus suivant :

Tableau 13. Résultats de dénombrement des Salmonelles dans les échantillons de poivre noir.

Article Espece Pourcentage %
Redriguez et al (1991) Salmonella ND
Banerjee et Sarkar (2002) Salmonella 2.6%
Abou Donia (2008) Salmonella ND
Zhang et al (2017) Salmonella 0.049 4 0.069%

ND: non détecté.

En Allemagne, les valeurs standards pour cette flore sont presque absent (0 en 25 g), et
les résultats obtenus par les deux auteurs Abou Donia (2008),et Redriguez et al (1991), ont
montré que I’absence totale (non détecté) de ce germes, il a aussi trouvé des pourcentages
faible chez Banerjee et Sarkar (2003) et Zhang et al (2017) pour I’échantillon de poivre noir,

donc les donnes ont montre que étaient en accord avec les valeurs standard en Allemange.

Ce germe n’a été retrouve par Geeta et Kulkarni (1987) dans les échantillons de poivre
noir, ces resultats concordent avec 1’étude de Schwab et al (1982), qui ont signalé que la
présence des salmonelles dans les épices étaient apparemment rare et sporadique, car le
réservoir naturel des salmonelles elles sont essentiellement parasites du tube digestif des
vertébrés, elles peuvent étre disséminées dans 1’environnement par les excréments ou leur
survie est possible pendant plusieurs semaines a plusieurs mois si les conditions sont
favorables (Grosjean et al., 2009; Korsak, 2004).

Une haute qualité d'épices et leur la faible contamination microbiologique peut étre
influencée par les processus appliqueés lors de leur fabrication. Le prétraitement des grains de
poivre noir consistant en le ramollissement des grains frais dans l'eau bouillante, et leur
désinfection de surface avant séchage ont eu un impact significatif sur la réduction du nombre
total de bactéries (Omafuvbe et Kolawole, 2004 ; Witkowska et al., 2011).
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4.1.5. Esherichia coli
Les résultats de recherche d’E.coli dans les échantillons de poivre noirsont mentionnés

dans le tableau ci-dessous (tab.14):

Tableau 14. Résultats de dénombrement d'E. coli dans les échantillons de poivre noir.

Article Espece Nbr
Garcia et al (2000) E. coli 0%
Banerjee et Sarkar (2002) E. coli 0%
Abou Donia (2008) E. coli 34102 Log UFC/g
Hampikyan et al (2009) E. coli 1.89 Log UFC/g
(6.6 %)
Ulukanli et al (2010) E. coli 0%

Selon ICMSF les résultats observée presque absence totale est inferieur a 102 dans
toutes les études des auteurs montre dans le tableau (tab.14). Donc une qualité
microbiologique satisfaisant pour le poivre noir. Sauf chez Abou Donia (2008) qui on marqué

une valeur de contamination (3 a 102 Log UFC/g).

D’aprés Schwab et al (1982), ont été trouvés que poivre noire contient une valeur de

2.3x102 UFC/g, donc ce résultat est acceptable.

Chez Banerjee et Sarkar (2002), Ulukanli et al (2010), et Garcia et al (2000) ont eté
trouvés 0%, sauf Hampikyan et al (2009) ont été detectés 6.6%. Donc tous les résultats sont

satisfaisants pour I’E.coli.

Selon Shamsuddeen (2009). Un autre point de déviation de la norme FAO dans I'épice
est le haut compte de coliforme et la présence d'E.coli particulierement qui est une indication

de pratiques hygiéniques impropres et insuffisantes.

Selon Schwab et al (1982) ont été signalé que la présence d’E.coli dans les épices était

apparemment rare et sporadique.

Plus vite en séchant des méthodes, un traitement, un emballage nécessaire et des
conditions d'entreposage hygiéniques, séches, les traitements de décontamination dans les
magasins en gros et de détail tous peuvent causer une épice de qualité microbienne améliorée.
L'hygiéne de I'environnement a un réle bien déterminé pour jouer dans la qualité microbienne
d'épice et doit dorénavant étre gardée pour recevoir une épice de qualité améliorée (Geeta et
Kulkarni, 1986).
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4.1.6. Les champignons

Les résultats de recherche des champignons sont mentionnés dans le tableau ci-dessous

(tab.15) :
Tableau 15. Résultats de dénombrement des champignons dans les échantillons de poivre
noir.
Article Espece Nbr
Geeta et Kulkarni (1986) Fange 0.6x10* a 16x10° UFC/g
Rodriguez et al (1991) Levure ND
Aspergillus niger Rhizopus 29%
Garcia et al (2000) Pénicillium sp 19%
Cunninghamella /
Aspergillus flavus 8%
Aspergillus parasiticus ND
Mandeel (2005) Fange 1120 UFC/g
Aspergillus flavus 36.4%
Aspergillus parasiticus 0.6%
Abou Donia (2008) Levure 3.4x102
Moisissure 2 1% 102
Aspergll_us flavus 20%
Fusarium spp 20%
Hampikyan et al(2009) Fange 6 .23 Log UFC/g
50%
Thi Huyen Nguyen et al Fange 1.68+0.09x10°
(2020)

ND : non détecté.

Selon Nguyen et al (2020), Geeta et Kulkarni (1986) ont été trouvés un taux élevé des

champignons 1.68 + 0.09x10° UFC/g et 0.6 x10* & 16x10° UFC/g successivement, a travers
ces criteres les échantillons de poivre noir sont d’une qualité inacceptable lorsque le nombre
de bactérie dépassé les normes site par JORA et ICMSF, contrarement chez Mandeel (2005)
et Hampikyan et al (2009) ont été détecté des valeurs 1120 UFC/g, 6.23 Log UFC/g

successivement qui sont inferieur a les normes fixé par JORA et ICMSF.

Abou Donia (2008), est marqué une contamination de leur échantillon par les levures et
les moisissures avec de moyen 3.4x10%2 UFC/g, 2.1x10% UFC/g successivement qui sont

inferieur a la norme site par JORA et ICMSF.

D’aprés Hampikyan et al (2009), la recherche des champignons a donne des résultats

non satisfaisant a 50%.

Selon Garcia et al (2000), ont indiqué la présence d’A. niger (29%), Rhizopus (19%),

Cunninghamella (8%), et I’absence total des Aspergillus flavus et Aspergillus parasiticus.
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Chez Abou Donia (2008) est marquées une contamination de leur échantillons par Aspergilus
flavus (20%) et Fusarium spp (20%). Cependant, chez Mandeel (2005) leur échantillon a

contaminé par Aspergillus flavus (36.4%) et Aspergillus parasiticus (0.6%).

On remarque que les genres le plus présentent sont Aspergillus, Fusarium et le genre
Rhizopus. Ces flores posse de la capacité a produire des mycotoxines dans les aliments et

provogue des maladies aigu et chronique (Bennett et Klich, 2003).

Plusieurs travaux ont souligné que les espéces qui affectent les épices sont des
xérophiles de stockage comme Aspergillus sp et Penicillium sp ou des contaminants de
prérécolte comme Fusarium (Pfohl-Leszkowicz , 1999 ; Sweeney et Dobson, 1998). lls
constituent un groupe de moisissures confinées normalement au sol mais qui se retrouvent sur
les épices dans des conditions hygiéniques précaires en relation avec les procédures de
récolte, séchage, stockage et de transport des épices selon qu’elles aient subies ou non des
traitements préventifs (Abou Donia, 2008 ; Schweiggert et Schieber, 2007).
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Conclusion

Les épices généralement occupent une place importante dans la cuisine traditionnelle
algérienne, mais des fois les repas a bas de ces épices présente un risque considérable pour
la santé du consommateur, du fait de la présence de micro-organismes potentiellement
pathogeéne, parmi les raison de la contamination c’est que la présence d’un probléme
d’hygiéne au niveau de la fabrique, lors de 1’échantillonnage. Il a été remarqué que le
personnel de la fabrique ne portait ni gants, ni charlottes, ni tenues de travail appropriées et
aussi les outils de travail n’étaient pas nettoy€s entre la manipulation des différentes épices,
les surfaces et I’atmosphére du lieu de travail, les conditions de stockage qui peuvent étres

également une source de contamination non négligeable.

Le but de notre étude était 1’analyse microbiologique de 1’épice « poivre noir » utilisées
dans la cuisine Algérienne, la partie pratique de cette étude basé sur les résultats des études
précédentes.

Les résultats de dénombrement sont tout négatives c-a-d. n’est dépassé pas les normes
fixes par JORA et ICMSF pour les Staphylococcus aures, E. coli et Salmonella. Ces
résultats indiquent I’hygiéne lors de la production, le stockage, et surtout le transport et la
distribution, alors qu’une contamination par les FTAM, Les coliformes (fécaux et totaux), et
les moisissures et les levures, a été présente dans les échantillons étudiés dans les différents
articles analysés. De plus, la présence de germes indicateurs de contaminations fécales tels

que les coliformes, témoignent du manque d’hygiéne lors de la récolte des épices.
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Annexe 01

Tableau. Aspect général de poivrier noir (Arvy et Gallouin, 2003).

Taille Racine Tige Feuilles Fleur Fruit
spécifique | Rhizome Inflorescence Semence
8410m | Souterraine | Ligneuse Alternes Femelle ou Baie charnue

etadrienne | dlabase | Limbea3ou bisexuée Sessile
Rameau 4 nervures Apérianthée Smm de
herbacé pétiolées Sessile diameétre
Epi
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Annexe 02

les normes microbiologiques des épices.

Tableau. Les normes des JORA pour les épices.

Les types de germes

Les normes
microbiologiques de I’épice
cru (JORA, 2017)

Flore mésophile totale Absence
Coliformes fécaux 103
Coliformes totaux Absence

Staphylocoques 103

Levures et moisissures 10°

Tableau. Les normes des ICMSF pour les épices on Inde.

Les types des germes

Les normes microbiologiques de 1’épice

selon ICMSF
Flore mésophile totale 106
Les levures et moisissures 10*
Les coliformes 10°
E. coli 10°
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Annexe 03

Les milieux de culture pour la détection de FTAM, les coliformes totaux et fécaux,
Staphylococcus aureus, E. coli, Salmonella et les champignons (principe, formule,
conservation)

1. Le milieu de PCA

GELOSE PCA

PRINCIPE

La gélose PCA (Plate Count Agar) est un milieu recommandé pour le dénombrement standardisé des
bactéries dans |'eau, les produits laitiers et les aliments, les produits cosmétiques ou pharmaceutiques.

FORMULE

Ingrédients en grammes pour un litre d'eau distillée ou déminéralisée.
Peptone de caséine 5,00

Extrait de levure 2,50

Glucose 1,00

Agar 15,00

pHfinal 225°C:7,0+0,2

CONSERVATION

Le milieu en tubes ou flacons se conserve entre 2 et 25°C. Le milieu en boites se conserve entre 2 ef
8°C.

2. Le milieu de gélose Mac Conkey

GELOSE Mc CONKEY

PRINCIPE

La gélose Mc Conkey est un milieu différentiel permettant d'orienter l'identification des Enferobacteriaceae
fermentant ou pas le lactose. Son ufilisation est recommandée pour la recherche d'Escherichia coli dans
I'eau, les aliments, les produits laitiers et les préparations pharmaceutiques.

FORMULE

Ingredients en grammes pour un litre d'eau distillée ou déminéralisée.

Peptone 17,00 Sels biliaires 1,50
Protéose Peptone 300 Rouge neutre 0,03
Lactose 10,00 Cristal violet 0,001
Chlarure de sodium 5,00 Agar 13,50

pHfinal a25°C:71+£0.2

CONSERVATION
Le milieu en flacons ou boites se conserve & I'obscurité entre 2 et 8°C jusqu'a la date d'expiration
indiguée sur 'emballage.
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3. Le milieu de PDA

GELOSE GLUCOSEE a I'EXTRAIT de POMME de TERRE

PRINCIPE
La gélose glucosee a |'extrait de pomme de tere est recommandée pour le dénombrement des levures
et moisissures dans denrées alimentaires ainsi que les produits cosmeétiques et pharmaceutiques.

FORMULE

Ingrédients en grammes pour un litre d'eau distillée ou déminéralisée.
Extrait de pomme de terre 4,00

Glucose 20,00

Agar 15,00

pHfinala25°C:56+0.2

CONSERVATION

Flacons : 15 et 25°C jusqu'a la date d'expiration indiquée sur l'emballage.

Boites : 2 et 8°C jusqu'a la date d'expiration indiquée sur I'emballage.

Milieu déshydraté : 2 et 30°C jusqu'a la date d'expiration indiquée sur I'emballage.

4. Le milieu de BAIRD-PARKER

GELOSE BAIRD-PARKER

PRINCIPE

La gélose Baird-Parker est recommandds powr la recherche et la numération des staphyiocoques
cosgulase posifive. Son ulilissfion est recommandés par la pharmacopée européenne et amérnicaine et
pourla recherche de Sfaphylococous aure us dans kes sliments (méthode AFMNOR).

FORMULE

Ingrédients en grammes pour 850 ml desu distllée ou déminéralisée.
Milieu de base

Pepione pancréatique de caséine 10,00

Extrait de viande da hoeuf 5,00

Extrait da levure 1,00

Chionure de ltheum 5,00

Ghycine 12,00

Pyruvate de sodum 10,00

Agar 20,00

Le milieu prét & Femplol en boites de Péin conbent en plus des 950 mi du miieu de bass
Solubon da jaune doeuf 50 mi

Tellurite de potassum & 10971 10 mi

pH finala 25°C: 70+ 02

CONSERVATION
Le miieu en flacons ou boites se conserve enre 2 et 8°C jusqu'a la date d'ecpiraion indiguée sur
lemballage.
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5. Le milieu de XLD

GELOSE GLUCOSEE a I'EXTRAIT de LEVURE et au
CHLORAMPHENICOL (XLD)

PRINCIPE
Lagélose Glucosée & |'Extrait de Levure et au Chloramphénicol est recommandée pour le dénombrement
des levures et moisissures dans le lait et les denrées alimentaires.

FORMULE

Ingrédients &n grammes pour un Iitre d'eau distilée ou déminéralisee.
Extrait de levure 5,00

Glucose 20,00

Chloramphénicol 0,10

Agar 15,00

pHfinal 425°C: 66+ 02

CONSERVATION
Boites et flacons: 2 - 8°C a lobscurité
La date d'expiration est indiquée surl'emballage.

6. Le milleu de VRBG

GELOSE VREG (Violet Red Bile Glucose Agar)

FRINCIFE
La gelose VRBG est recommandée powr la recherche et ke deénombrement des coliformes dans les
aliments et les produits phamacautiques.

FORMULE
Ingrédients en grammes pour un litre desu disfilée ou déminéraliste.

Pepione 7,00 Chorure de sodium 500
Extrat de lawure 3,00 Raouge nevtrs 0,03
Sels biliaires 1,50 Castal violet 0002
Gluooss 10,00 Agar 1300

pH final 825°C: 74 £0,2

CONSERVATION

Baites e flacons: 2 - §°C & obscurité

Milieu déshydraté - 2- 30°C

La date d'expiration est indiquée sur [emballage.
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7. Le milieu de gélose TBX

GELOSE TBX

PRINCIPE
La gélose TBX est un milieu chromogénique, sélectif et différentiel utlisé pour la détecton et le
dénombrement d'Escherichia coli

FORMULE
Ingrédients en grammes pour un litre d'eau distillée ou déminéralisée.

Peptone de caséine 20,00
Sels biliaires N° 3 1,50
Sbromo-4-chlorg-3-indolylR-D-glucurcnide 144 pmalil
Agar 15,00

pHfindl 4 25°C . 7,220,2

CONSERVATION

Flacons: 2 - 8°C & l'cbscurité

Base déshydratée . 2 - 30°C

La date d'expiration est indiquée sur l'emballage.

8. Le milieu de Mannitol Salt Agar

Mannitol Salt Agar ENGLISH

Selective medium for isolation and enumeration of staphy lococci
fram clinical samples and other materials, according 1o USP/ERR

DESCRIPTION

Mannital Salt Agar is a selective medium wsed for isolating pathogenic staphylococci from clinical samples,
food and other materials of sanitary imporlance.

This medium is prepared according to recommendations of the harmonized USPYEP/P method for the detection
of 5. aurews in non sterile pharmaceutical products.

TYPICAL FORMULA g/
Fancreatic Digest of Casein 5.0
Peptic Digest of Animal Tissue 5.0
Beef Extrac 1.0
D-Mannital 10.0
Sodium Chloride 75.0
Fhenol Red 0.025
Agar 15.0

Final pH 74 £ 0.2 at 25°C

METHOD PRINCIPLE

Fancreatic digest of casein, peplic digest of animal lissue and beef extract provide amino acids, nitrogen,
carban, vitamins and minerals for organisms growth. Mannital is the fermentable carbohydrate. The high salt
conlent of 7.5% inhibils most bacteria other than staphylococci. Phenal red is the pH indicator. Agar is the

Eiw) ﬂ wie agenl
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9. Le milieu de RV

EOUILLON DE RAPPAPORT-VASSILIADIS (RY)

PRINCIPE
L& bouillan de Rappapor-Vassiliadis (RY) es ulilisé pour lennchissement salectf de Salmonala dans
s danrdas alimaniaires.

FORMULE
Ingrédiants an grammes pour un lite deau distiles ou daminaralisaa,

Tryplona 4,54
Chlarura da magnésium anhydra 13,40
Chikarura da sodium 720
Phosphals manopotassiqua 1,45
Cxalals da vart da malachile 0,036

pHfinal 2 25°C : 5,2+02

CONSERVATION
Flacons el ubas: 2 ot B C jusgu'a |a date d'expiration indiquéea sur lemballaga.
Miliau déshydratd : 2 &l 30°C jusqu'ala data d'axpirabon indiquéa sur lemballags.

10. Le milieu de agar bismuth-sulfite

Agar bismuth-sulfite selon WILSON-BLAIR

Agar bismuth-sulfite selon WILSON-BLAIR Art. N°1.0 5418.0500/5000
(5009, 5kg)

Gélose sélective permettant d'isoler et de différencier les souches de Salmonella typhi ainsi que les
autres Salmonelles sur le matériel a usage clinique, dans les aliments et I'eau selon la méthode de
WILSON et BLAIR (1927). La gélose répond aux recommandations de la pharmacopée américaine
(United States Pharmacaopeia).

Se reporter également aux consignes générales d'utilisation.
Les avertissements et les precautions a prendre figurent sur le site www.merck-chemicals.com.

Principe
Méthode microbiologique.

Mode d’action

Les concentrations en vert brillant et sulfite de bismuth provoquent une inhibition quasi-totale de la
flore secondaire. Le sulfate ferreux (lll) met en evidence |'acide sulfhydrique produit par les
salmonelles H2S positives. En principe, cette réaction entraine 'apparition d'un précipité brun ou noir
sur le milieu de culture et confére aux colonies une couleur noire ou verte métallique brillante.

Composition typique (g/litre)

Extrait de viande 5,0 ; peptone de viande 5,0 ; tryptone 5,0 ; glucose D(+) 5,0 ; phosphate
d'hydrogéne de sodium 4,0 ; sulfate ferreux (ll1) 0,3 ; vert brillant 0,025 ; indicateur de sulfite de
bismuth 8,0 ; agar agar 15,0.
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11. Le milieu de S-S

GELOSE SALMONELLA-SHIGELLA (S.S.)

PRINCIPE
La gélose Salmonela-Shigella (S.5.) et wtilisé pour l'isolement sélectf des Saimonella et des Shigella
dans les prélévements cliniques et les denrées alimentaires.

FORMULE

Ingrédients en grammes pour un litre d'eau distillée ou déminéralisée.

Protéose peptone 5,00 Citrate ferrique ammoniacal 1,00
Extrait de viande de boeuf 5,00 Thinsulfate de sodium 8,50
Lactose 10,00 Rouge neutre 0,025
Sels biliaires N* 3 8.50 Vert brillant 0,00033
Citrate de sodium 8,50 Agar 13,50

pH final & 25°C: 6,902

CONSERVATION

Flacons : 152 25°C jusqu'a la date d'expiration indiguée sur l'emballage.

Boites : 24 8°C jusqu'a la date d'expiration indiquée sur lemballage.

Milieu déshydraté : 23 30°C jusqu'a la date d'expiration indiguée sur l'embal age.

12. Le bouillon Lauryl sulphate — Milieux selectifs liquide pour la microbiologie

Le bouillon Lauryl Sulfate est un milieu de croissance sélectif utilisé pour la détection
des bactéries coliformes dans I'eau et les eaux usées dans un cadre de laboratoire. Le groupe
des coliformes comprend les bacilles aérobies et anaérobies facultatifs, Gram-négatifs et non
sporulés, qui fermentent le lactose et forment de I'acide et du gaz a 35°C en 48 heures. Les
membres des Enterobacteriacae constituent la majorité de ce groupe, mais des organismes tels
que Aeromonas spp, peuvent également étre inclus. Les procédures de détection et de
confirmation des coliformes sont utilisées pour tester I'eau, les aliments, les produits laitiers et
d'autres matériaux. La digestion enzymatique de la caséine fournit de l'azote, des vitamines,
des minéraux et des acides aminés dans le bouillon Lauryl Tryptose. Le lactose est I'nydrate
de carbone fermentable des coliformes. Les phosphates sont les agents tampons, et le chlorure
de sodium est utilisé pour maintenir I'équilibre osmotique du milieu. Le lauryl sulfate de

sodium est l'agent sélectif utilisé pour inhiber les organismes non coliformes.
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13. Le milieu EC Medium

Le milieu EC a été développé par Hajna et Perry pour différencier les bactéries
coliformes fécales et non fécales. 1l s'agit d'un bouillon au lactose tamponné qui contient
également des sels biliaires qui inhibent les cocci a Gram positif et les spores. Il a été congu
pour améliorer l'isolement et la détection d'E coli dans I'eau, le lait et les coquillages
contaminés. L'APHA recommande d'utiliser le bouillon EC pour la détermination de la
pollution de l'eau. Les coliformes d'origine fécale sont détectés par croissance a 44,5°C. La
fermentation du lactose est observée par des bulles de gaz présentes dans un tube de

fermentation inverseé.

Tableau.Les composant de milieu EC Medium.

Composant g/litre
Caséine Digest Peptone 15.0
Acide désoxyribonucléique 2.0
Digest papaique de soja 5.0
Chlorure de sodium 5.0
Gelose 15.0
Bleu de Toluidine O 0.1

Directions par litre

Dissoudre 37 grammes par litre d'eau distillée/désionisée (DDI), en chauffant sous
agitation jusqu'a dissolution complete.

Distribuer dans des récipients appropriés, desserrer les bouchons et autoclaver pendant
15 minutes a 121°C (15 psi).
Stockage et stabilité

Conserver les milieux en poudre a 4°C Les flacons ouverts doivent étre fermés

hermétiquement et conservés dans un environnement sombre et peu humide, les milieux

prépares doivent étre conservés a 4°C et utilisés dans un court laps de temps.
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Annexe 04

Les différents types des moisissures

Aspergillus Parasiticus

TS e S e Lol O el
,,ou\_[ 0 RN .
'/’ : 4

Aspergillus niger

Aspergillus Flavus

Fusaruim spp
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Annexe 05

Liste des articles scientifiques :
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Résume

Le poivre noir (Piper nigrum), est une plante médicinale de la famille de «Pipéracées»,
grimpante, vivace, qui produit des grappes de fruits globuleux qui sont d'abord verts, puis
jaunes ou oranges quand ils sont murs. Il est plus utilisé dans la préparation des plats
traditionnels, et dans notre étude a pour évaluer la qualité microbiologique du poivre noir.

Le dénombrement des germes a éte fait en se référant des articles scientifiques sur I’épice de
poivre noir, cela donné des résultats négative pour les analyses des Staphylococcus aures,
E. coli et salmonella et des résultats positive pour les FTAM, les coliformes (fécaux et

totaux), les moisissures et les levures. Cette contamination peut étre due a un probléme
d’hygiéne.

Mots clés : poivre noir (Piper nigrum), qualité microbiologique, contamination, germes pathogénes

Summary

Black pepper (Piper nigrum), is a medicinal plant of the «piperaceae» family, climbing,
perennial, which produces clustres of globular fruites which are first green, then yellow or
organe when they are ripe. It is more used in the preparation of traditional dishes, and in our
study to assess the microbiological quality of black pepper.

The germ count was done by referring to scientific articles on black pepper spice, this gave
négative results for the analyzes of Staphylococcus aures, E. coli and salmonella, and positive
results for FTAM, coliformes (fecal and total), mold and yeasts. This contamination may be
due to a hygiene problem.

Key word: black pepper (Piper nigrum), microbiological quality, contamination , pathogenic germs.
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