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Résumé

Cette étude consiste a suivre ’effet antibactérien de la poudre des feuilles de
Rosmarinus officinalis récoltés a Ain Tedles sur cing souches (Staphylococcus aureus,
Flore aérobie mésophile totale (FTAM), Coliformes fécaux et totaux, et flore
Psychotropes) de la viande hachée bovine de la race charolaise provenant de la boucherie
de Mostaganem au cours de conservation au froid a 4°C pendants 24H / 72H. La poudre
obtenue aprés broyage et stérilisation par UV a été pesée et divisée en 5 concentrations (20,
40, 60, 80 et 100%) et additionnée aux échantillons de 150g de viande hachée en double
essais. D’aprés les résultats obtenus, le dosage quantitatif de polyphénol total par la
méthode de Folin-Ciocalteu a révélé la richesse du romarin en polyphénols (380,70 + 2,77
mg EAG/g d’EBr). La poudre de romarin a présente une activité antibactérienne
intéressante hautement significative (P < 0,01) contre les Coliformes fécaux et la Flore
Psychotropes par contre on n’a pas constaté un effet antibactérien (P > 0,05) sur
Staphylococcus aureus, Flore aérobie mésophile totale, Coliformes totaux. Finalement,
nous constatant que les résultats obtenus durant cette étude montrent que la poudre de
romarin a un effet antibactérien intéressant sur certaines germes par apport aux d’autres,

cette variance est liée a la qualité ou bien a la résistance des bactéries.

Mots-clés : Rosmarinus officinalis, boeuf haché, activité antibactérienne, poudre de

romarin, germes, contamination.



Abstract

This study consists in following the antibacterial effect of the Rosmarinus officinalis powder
grown in Ain Tedles gaden on five germs (Staphylococcus aureus, Total mesophilic aerobic flora
(FTAM), Fecal and Total Coliforms, and Psychotropic flora) contamination of minced meat of
bovine thigh of the Charolais breed from the butchery of the city center of Mostaganem during cold
storage at 4°C during 72 hours. The powder obtained after grinding and UV sterilization was
weighed and divided into 5 concentrations (20, 40, 60, 80 and 100%) and added to the 150g
samples of minced meat in double tests. Based on the results obtained, the quantitative
determination of total polyphenol by the Folin-Ciocalteu method revealed the richness of rosemary
in polyphenols (380,70 + 2,77mg EAG/ g EBr). Rosemary powder has an anti bacterial activity
interest Hautmont significant (P 0.01) against Fecal Coliforms and Psychotropic flora on the other
hand there is no anti bacterial effect (P 0.05) on Staphylococcus aureus germs, Total mesophilic
aerobic flora, Total Coliforms. Finally, noting that the results obtained during this study show that
rosemary powder has a strong anti-bacterial effect on Fecal Coliforms and Psychotropic flora on
the other hand, we did not notice a great effect on the germs of Staphylococcus aureus, Total
mesophilic aerobic flora, Total Coliforms so this variance can be linked to the quality of the meat

studied or on the resistance of bacteria.

Keywords: Rosmarinus officinalis, ground beef, antibacterial activity, rosemary powder,

germs, contamination.
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Introduction

Introduction

La viande est un aliment de valeur, elle est parmi les aliments les plus consommés.
Depuis des milliers d’années. C’est un aliment caractérisé par un gout et une valeur
nutritionnelle importante et une source de proteines, de vitamines et de fer (Dupin, 1992).

D’ailleurs, ce sont les composants essentiels pour la santé de ’homme.

La viande étant une denrée périssable, elle a été traditionnellement considérée
comme le vehicule de nombreuses maladies d'origine alimentaire chez I'hnomme (Fosse et
al., 2006). Sa composition en eau et en protéines de haute valeur biologique fait qu’elle est
une niche tres favorable au développement des microorganismes (Benaissa, 2011). De
méme, la transformation de I’animal vivant en carcasse puis en viande s’accompagne

généralement d’une contamination de microbes au cours du procédé (Cartier, 2004).

La préservation de la qualité des viandes contre la contamination microbienne est
une opeération nécessaire (Cheftel et al., 1980). Cette préservation garantit que la qualité, la
valeur nutritive et la comestibilité de la viande restent intactes. 1l convient de noter que les
procédés modernes de conversation de la viande ne font pas appel a une unique technique

de conservation.

Les nitrites et les nitrates, utilisés comme agents de conservation et colorants dans la
viande, ont été associés a la leucémie, au cancer du célon, au cancer de la vessie et a
d’autres (larc working group, 2010 ; Lee et Paik, 2016 ; Crowe et al., 2019). L’acide
sorbique, I’acide benzoique et leurs sels favorisent les composés mutagenes et

cancérigenes (Piper et Piper, 2017 ; Chaleshtori et al., 2018).

Par conséquent, les fabricants de viande et les chercheurs ont commencé a envisager
I’utilisation des agents et des conservateurs antimicrobiens naturels des plantes plutdt que
synthétiques (Cheftel et al., 1980 ; Asioli et al., 2017).

Parmi ces agents naturels on cite le romarin qui a été utilisé depuis 1’antiquité dans la
médecine traditionnelle grdce a ses propriétés antiseptiques (Juhas et al., 2009),
antirhumatismale (Makino et al., 2000), anti-inflammatoire (Juhas et al., 2009 ;Beninca
et al., 2011), antimicrobienne et anti hépatotoxique (Stefanovits-Banyai et al., 2003). Et
soutenue par son activité anti-oxydante trés élevée (Wang et al., 2008).



Introduction

Il protege les qualités nutritionnelles des produits alimentaires et leur durée de
conservation en retardant et/ou empéchant la prolifération des micro-organismes
(Bensebia et al ., 2009).

L’objectif de la présente étude est d'étudier l'effet de la poudre de romarin
(Rosmarinus officinalis) incorporé dans la viande hachée bovine au cours d’une
conservation au froid de 4°C sur la croissance de certains germes de prolifération et
contamination microbiennes pour éviter 1’utilisation des produit chimique comme le nitrite
et nitrates qui sont néfastes pour la santé et les remplacés par un agent naturel de

conservation (Rosmarinus officinalis).
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Chapitre | : Généralité sur la viande

1. la viande

1.1. Production de la viande

D’aprés les projections, la production mondiale de viande aura gonflé de pres de 44 Mt en
2030 pour s’elever a 373 Mt dans un contexte de rentabilité accrue. La trés grande partie
de cette croissance interviendra dans les régions en développement. Cette croissance est
essentiellement tirée par la viande de volaille, quoique plus lentement qu’au cours des dix
dernieres années écoulées. Comptant sur des rapports entre les prix de la viande et de
I’alimentation animale plus favorables que les filiéres des ruminants ainsi que sur un cycle
de production plus court. La production montera en fleche, du fait de la persistance des
gains de productivité enregistrés en Chine, au Brésil et aux Etats-Unis, mais aussi des
investissements réalisés dans les pays de 1’Union européenne. Un boom est attendu en
Asie, ou la baisse de la consommation de viande porcine observée a court terme

bénéficiera a la viande de volaille 8 moyen terme (OCDE et FAO, 2021).

En 2030, 75 Mt de tonnes de viande bovine seront produites, soit seulement 5.8 %
de plus qu’au cours de la période de référence. Cette progression lente tient a la demande
en berne, du fait de I’intérét grandissant des consommateurs pour la viande de volaille.
C’est en Afrique subsaharienne, ou la croissance démographique est forte, que la
production de viande bovine se développera le plus. Sa progression sera plus modeste dans
les grandes régions productrices et exportatrices. Il est prévu qu’elle gonfle de 6 % en
Amérique du Nord, premicre région productrice, et qu’elle fonde de 5 % en Europe. En
Australie, I'offre de viande bovine restera limitée. En Inde, un effondrement de la
production de viande bovine de ’ordre de 33 % est attendu pour 2030. Autrement dit,
durant les premieres années de la période couverte par les présentes Perspectives, la
production de viande bovine résultera moins d’une hausse du nombre des animaux abattus

que d’une efficience accrue, sauf cas de sécheresse grave (OCDE et FAO, 2021).

L’accroissement de la production de viande ovine concernera majoritairement 1’ Asie,
en particulier la Chine, le Pakistan et 1’Inde, mais des poussées non négligeables seront
également observées en Afrique, et particulierement dans les pays les moins avancés
d’Afrique subsaharienne. En Océanie, la production devrait croitre modérément du fait que
les bovins a viande et laitiers ont eux aussi besoin d’accéder aux zones de paturage en
Nouvelle-Zélande — premier pays exportateur — et que la sécheresse extréme et prolongée a

ramené le nombre total d’ovins de 72 a 63 millions entre 2017 et 2020 en Australie. Dans
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I’Union européenne, la production de viande ovine devrait rester stable grace au dispositif

facultatif d’aide couplée dont les principaux Etats membre producteurs se sont dotés
(OCDE/FAO, 2021).
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Vianae bovine Viande de volale
%p2 w (1120 2013 %pa 1 201120 * 202130
2 ¢ !

o

=]

~o «
CO N —» n R en O N e
v v T T Y ol

18 clxle|l x|c| x| ec]| x : x| e| %
g|la|le|3|s|3|le|23|le|l=]|0o]32 5| 5|5|5|5|5|6|3(6|3|§8]|353
21 21'8 g HE-SEEE- A EAR- NGB =la|ls|a|ls|a8|ls|B|=|E|=|B
3 ,’E; 2| E|3 % 3 % E g E g SIE|S|E|S|E[S|E|S|E|S|E
e|®| o g Q| BEB|lo|S|o| ™| O g 3|&5|8|5|8|5|8|5|8|&| 8|5
c|l®|a e|lY|la|(®|la|®|a clo|lag|o|lal®|al®|al®|al®
ol el e el e o|“lef*e|%|e|%|e|™]e
o 2 o 2 o o o el 3 o o o
£ £ £ £ £ E £ £ £ £ E E
o o o ) <) c 5 5 5 3 G <)
z zZ pid zZ z b4 Z Z 4 Z Z 4
Monde | Ase | Afioue Pménquedy Ewope | Aménque Monge | Ase | Afnque | Améngue | Europe | Amérque
Nord [zting &t du Nord latine et
Caaies Carabss

Figure. 02 Production de viande bovine, ovine dans le monde (OCDF et FAO, 2021).
4



Chapitre | : Généralité sur la viande

1.2. Consommation de la viande

A I’échelle mondiale, la consommation de viande bovine par habitant, en baisse
depuis 2007, devrait se tasser de 5 % supplémentaires d’ici a 2030. L’ Asie-Pacifique est la
seule région dans laquelle une hausse est attendue au cours de la période étudiée,
quoiqu’elle parte d’un niveau bas (OCDE et FAO, 2021).

La Chine, deuxiéme plus grand consommateur mondial de viande bovine en valeur
absolue, verra sa consommation par habitant s’amplifier de 8 % d’ici a 2030, contre 35 %
au cours de la décennie précédente. En revanche, la viande bovine perdra du terrain au
profit de la viande de volaille dans la plupart des pays ou sa consommation par habitant est
élevée. Ainsi, dans les Amériques, ou elle est particulierement prisée, ce sera le cas en
Argentine (-7 %), au Brésil (-6 %), aux Etats-Unis (-1%) et au Canada (-7 %). Un
effondrement de la consommation de viande bovine est également attendu en Australie et
en Nouvelle-Zélande. S’agissant de la viande ovine — peu présente dans certains pays et
aliment de luxe dans beaucoup d’autres —, la consommation mondiale devrait, a la fin de la
période étudiée, s’élever a 18 Mt et représenter 6 % du surcroit de consommation de
viande (OCDE et FAO, 2021).

La quantité consommée par habitant est comparable dans les pays développés et en
développement. Dans de nombreux pays du Proche-Orient et d’Afrique du Nord (région
NENA), ou ce produit est courant, la consommation par habitant devrait continuer a
diminuer durablement au profit de la volaille. La hausse de la demande dans cette région
est liée au marché du pétrole, qui a une influence considérable sur le revenu disponible de
la classe moyenne et sur la structure des dépenses publiques (OCDE/FAOQ, 2021).
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Figure. 03 Consommation de viande par habitant : housse continue de la volaille et recul de
la viande bovine (OCDE et FAO 2021).
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2. La définition de la viande

Selon I'organisation mondiale de la santé animale, la viande désigne toutes les parties
comestibles d'un animal et considére le mot « animal », dans ce contexte « tout mammifeére
ou oiseau ». Dans ce vocabulaire sont inclues la chaire des mammiferes (Ovin, bovin,
caprin, camelin ...) et des oiseaux (poulet, dinde, pintade). La viande est le muscle strie :
sous ce terme, on rassemble les muscles squelettiques et cardiaques, qui forment en

moyenne 35% de poids d’un animal ( Jeantet et al., 2006).

La viande, obtenue apres la mise a mort des mammiféres domestiques, est le produit

de I’évolution post mortem du muscle stri¢ (Dumont et Valin, 1982).

3. La composition de la viande

La composition globale des muscles est variable suivant les animaux. Elle est aussi
variable selon les différents muscles d’un méme animale. On peut toutefois retenir par

ordre de grandeur la composition moyenne dans le tableau suivant :

Tableau. 01 Composition biochimique moyenne la viande rouge (Coibion, 2008).

Composants Pourcentage %
Eau 75-80 %
Protéines 15- 20%
Substances azotées non protéiques 10%

Lipides 3%

Glycogéne 1%

Sels minéraux 1%

4. Transformation du muscle en viande

Aprés la mort le muscle est le siége de transformations qui conditionne largement les

qualités finales de la viande dont 1’évolution qui passe par trois phases :

La phase de pantelante, rigidité cadavérique et maturation (Coibion, 2008).



https://www.eyrolles.com/Accueil/Auteur/romain-jeantet-83456/

Chapitre | : Généralité sur la viande

4.1. Etat vivant

Le muscle correspond a un terme anatomique définissant une partie précise d’un
organisme (Craplet, 1966). Il est composé de cellules hautement différenciées, son pH est

voisin de 7 et plus la fibre musculaire contient de 1’eau liée aux protéines plus elle est

gonflée (Coibion, 2008).

4.2. Etat de pantelant

La phase pantelante suit directement 1’abattage. Le muscle continue de vivre. Il y a
donc épuisement des réserves énergétiques (glycogene), puis une mise en place de la
glycolyse anaérobie. L’accumulation d’acide lactique qui s’en suit provoque ainsi une

baisse du pH qui passe de 7 a 5.5 (Ouali, 1991 ; Coibion, 2008).

4.3. Etat de Rigor Mortis (Phase rigidité cadavérigue)

La phase de la rigidité cadavérique est comprise entre les 10 et 48 heures qui suivent
la saignée. Le muscle devient progressivement raide et inextensible. La rigidité
cadavérique est le résultat de la liaison irréversible entre la myosine et 1’actine, avec
diminution de la teneur en ATP car la vitesse de sa production devient inférieure a celle de
I’hydrolyse due au manque d’oxygeéne au niveau du muscle provoqué par I’arrét de la

circulation sanguine (Coibion, 2008).

Le temps d’apparition de la rigidité cadavérique dépend de facteurs extrinséques, ils
sont liés a 1’animal, il s’agit de I’espece, I’age, la région de la carcasse et de 1’état de
I’animal. Et les facteurs extrinseéques qui sont liés a la température d’entreposage, plus la
température est élevée plus vite la rigidité cadavérique s’installe, un abaissement rapide de

la température du muscle vers 0°C provoque son durcissement (Alias et Linden, 1997).

4.4. Etat rassis (Phase de la maturation)

La phase maturation est la phase d’évolution “post mortem” survenant apres

I’installation de la rigidité cadaverique (Shackelford et al., 1991; Coibion, 2008).

La maturation est le résultat de 1’action des protéases musculaires, et cela dés
I’abattage, mais leurs effets sont masqués par la rigormortis. Le systéme protéolytique

dégrade les protéines myofibrillaires et celles du cytosquelette (Guillemin et al., 2009). La
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durée de maturation dépend de la température de conservation. A +2°C, la viande est mure
apres 3 semaines; a +6°C, en une semaine et en 2 jours a +15°C (Staron, 1982; Alias et
al., 1997)

5. Type de viande

Viandes rouges : beeuf, cheval, canard (magret) et mouton.
Viandes blanches : certaines volailles, lapin, veau et porc.

Viandes noires : gibier.

> W

Viandes de brousse : La « viande de brousse » est le nom donné a la viande

d'animaux sauvages (Benabdelmoumene, 2016).

6. Les qualités de la viande

La qualité selon la norme 1SO 8402 est définie comme I'ensemble des propriétés d'un
service ou d'un produit qui lui conferent I’aptitude a satisfaire des besoins exprimés ou

implicites.

En d’autres termes, la qualité est la satisfaction du client ou de I’utilisateur. Pour la
viande, sa qualité peut étre définie par un certain nombre de caractéristiques (Coibion,
2008).

6.1. Qualité nutritionnelle

La qualité nutritionnelle de la viande correspond a sa capacité a satisfaire les besoins
nutritionnels de ’'Homme (Lebret et Picard, 2015). La viande est un élément qui apporte
de nombreux nutriments indispensables a une alimentation équilibrée, sa qualité se
rapporte a sa composition nutritionnelle qui inclut sa valeur énergétique et sa composition
en macro et micronutriments (lipides, glucides, vitamines, oligoéléments, sels minéraux)
(Bouvier et al., 2006).

6.2. La qualité hygiénique

Cette qualité est primordiale, elle correspond a 1’absence de microorganismes
pathogénes ou de toxines qu’ils peuvent produire ainsi que les résidus alimentaires ou
médicamenteux dans les viandes (Fraysse et Darre, 1990 ; Lebret, 2004). La qualité
hygiénique de la viande fait donc appel a la maitrise des dangers chimiques, biologiques et

physiques depuis les étapes de 1’élevage de I’animal jusqu’a la consommation en passant
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par les processus d’abattage, de transformation et de distribution de 1’aliment (Dognon et

al., 2018) .

6.3. La qualité technologique

La qualité technologique de la viande correspond a son aptitude a étre transformée en
produits cuits ou crus, entiers ou divises, Les indicateurs de qualité technologique (vitesse
et amplitude de chute du pH post-mortem, perte en eau, couleur, déstructuration des
viandes...) peuvent étre affectés par les conditions d’élevage des animaux qui influencent
les propriétés musculaires, en particulier le niveau des réserves énergétiques (glycogéne

notamment) et le métabolisme péri- et p.m. (Lebret et al .,2015).

6.4. La qualité organoleptique

Les qualités organoleptiques des viandes rassemblent les propriétés sensorielles a
I’origine des sensations de plaisir associées a leur consommation (Clinquart et al., 2000 ;

Cartier et Moévi, 2007).

6.4.1. La couleur

La couleur est la premiere caractéristique percue par le consommateur. Elle dépend
de la fraicheur de I’aliment. Le principal pigment responsable de la couleur de la viande est
la myoglobine qui est une chromoprotéine. Au contact de 1’air, la myoglobine se combine

avec I’oxygéne formant ainsi 'oxymyoglobine de couleur rouge Vvif, (Coibion, 2008).

6.4.2. La tendreté

La tendreté est la facilité avec laquelle la viande est coupée et broyée au cours de la
mastication (Virling, 2003). Elle joue un rdle important dans 1’acceptabilité de la viande
par le consommateur (Rosset, 1982). Souvent représente un critére de qualité, mais elle
peut varier beaucoup d’un morceau a 1’autre et dépend essentiellement : le collagéne du
tissu conjonctif et les protéines myofibrillaires des fibres musculaires (Lamoise et al .,
1984 ; Coibion, 2008).

6.4.3. La flaveur

La flaveur de la viande est le résultat complexe des sensations olfactives et
gustatives. Elle représente ce qui est percu par le nez interne (arémes), la langue et les
muqueuses buccales qui elles-mémes détectent les saveurs. La perception de I’odeur, est
produite par des composés chimiques volatils de faible poids moléculaire. Le golt est
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généralement sollicité par des substances solubles dans I’eau et d’un poids moléculaire

plus élevé. La viande crue a une flaveur peu prononcée (Micol et al., 2010).

6.4.4. La jutosité

La jutosité, appelée aussi succulence se présente sous deux aspects : la jutosité
initiale, percue au premier coup de dent, elle est surtout liée a la quantité d’eau présente et
libérée lors de la mastication, la seconde est en relation avec la teneur en lipides de la
viande, qui induit une plus ou moins grande salivation. (Micol et al., 2010).

7. La conservation de la viande

7.1. La réfrigération

La réfrigération correspond a une conservation par le froid positif pendant une durée
limitée puisque les produits réfrigérés bénéficient d'une date limite de consommation
(DLC) (Emilie, 2009). Geénéralement, la température de réfrigération se situe dans les
alentours de 0°C a 4°C.

Il existe trois regles fondamentales a respecter dans I'application de froid:

v’ Laréfrigération doit s'appliquer a des aliments sains au départ.
v’ Le refroidissement doit étre fait le plus tt possible.
v’ La réfrigération doit étre continue tout au long de la filiere de distribution: la

chaine de froid ne doit pas étre interrompue (Jean, 2014).

7.2. La congélation

La congélation est une méthode idéale pour conserver les caractéristiques originales
de la viande fraiche. La viande contient environ 50 a 75 % d’eau en masse, Selon
I’espece, et le processus de congélation transforme la majeure partie de 1’eau en glace
(Heinz et Hautzinger, 2007). L’avantage le plus important de la congélation est la
rétention de la plupart de la valeur nutritive de la viande pendant le stockage, avec une trés
faible perte de nutriments qui se produit dans 1’égouttement pendant le processus de

décongélation (Rosmini et al., 2004).

10



Chapitre | : Généralité sur la viande

7. 3. Le salage

La conservation par le sel ou salage consiste a soumettre une denrée alimentaire a
I’action du sel soit en le répandant directement a la surface de 1’aliment (salage a sec) soit

en immergeant le produit dans une solution d’eau salée (saumurage) (Murielle, 2009).

Le (NaCl) inhibe la croissance microbienne en augmentant la pression osmotique et
en diminuant 1’activité de 1’eau dans le microenvironnement (Dave et Ghaly, 2011). Une
concentration de 20 % est suffisante pour inhiber de nombreuses levures alimentaires
(Praphailong et Fleet, 1997). Les nitrites utilisés dans 1’industrie de la conservation de la
viande sont toujours sous la forme de sels tels que le nitrite de sodium ou le nitrite de

potassium (Jay et al ., 2005).

7.4. Additifs alimentaires

Les additifs alimentaires sont des produits chimiques synthétiques ou naturels ajoutés
aux aliments pour préserver leur saveur, améliorer leur texture ou leur apparence, ou pour

d’autres fonctions technologiques (Tharwa et Bright, 2014).

Les additifs alimentaires sont parmi les produits les plus utilise dans les aliments en
raison de leur faible toxicité. L’utilisation d’additifs alimentaires est soumise a des
contréles stricts, étayés par des études scientifiques pour démontrer leur innocuité pour la
santé humaine. Leur utilisation apporte de nombreux avantages, notamment une sécurité

accrue et un plus grand choix de produits alimentaires (Tharwa et Bright, 2014).

8. La viande hachée

8.1. Définition de la viande hachée

Les viandes hachées sont définies par le Reg CE 853/2004 comme « les viandes
désossées qui ont été soumises a une opération de hachage en fragment et contenant moins
de 1 % de sel » Les dispositions de I'annexe VII de l'arrété du 21 décembre
2009 concernent donc les steaks haches vendus par les boucheries et les GMS ainsi que les
tartares en restaurations commerciale et collective.

8.2. Opération de hachage de viande hachée

Les opeérations effectuées, entre la découpe de la carcasse et 1’obtention de la viande
hachée, doivent se dérouler plus en aval pour écouter le délai entre la préparation et la

consommation. Ainsi il y aura moins de risque de prolifération microbienne. C’est
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pourquoi la boucherie doit toujours éviter de préparer les viandes a 1’avance (Mariam,
2006).

8.2.1. Désossage

C’est I’extraction des 0s et des cartilages, il est pratiqué a main nue ou avec un gant

métallique de protection qui est en contact avec la viande (Mariam, 2006).

8.2.2. Séparation des morceaux

La séparation convient de recommander aux exécutants de manipuler le moins
possible les pieces de viande. L’entassement des morceaux sur les tables, dans les bacs et

les crochets doit étre évite (Mariam, 2006).

8.2.3. Parage

Le terme parage désigne plusieurs opérations destinées a améliorer, a des fins

commerciales, 1’aspect des viandes (Mariam, 2006).

8.2.4. Dégraissage

Il se fait L’élimination du gras est totale ou partielle selon les morceaux. Dans la
plupart des cas, ce travail est pratiqué manuellement a 1’aide d’un couteau a lame flexible.
Cette opération réduit la protection naturelle de la viande. Elle doit donc étre pratiquée le

plus tard possible, juste avant la mise en vente (Mariam, 2006).

8.2.5. Epluchage

Cette préparation de viande a pour objet de débarrasser certains muscles de leur

aponévrose (Mariam, 2006).

8.2.6. Hachage

C’est un prélude a 1’¢laboration de tous les produits divisés. Il concerne les tissus
musculaires et adipeux ainsi que certains organes a 1’état frais ou congelé. Cette opération
utilise I’énergie mécanique pour désorganiser les structures des tissus par des opérations de

tranchage, d’écrasement et de rupture (Mariam, 2006).

9. Incidence du hachage sur la contamination

Le hachage entraine une modification de structure du produit et favorise la

contamination des masses musculaires par les germes de surface (Mescle et Zucca, 1988).
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Ainsi les viandes hachées sont plus sensibles aux altérations microbiennes que les viandes
entieres. Le niveau de contamination de la viande hachée sont étroitement liées a la qualité
de la matiere premiere (Cartier, 1993). Par conséquent les contaminations en cours de
fabrication ne jouent qu’un réle secondaire (Dumont, 1982 ; Bauchart et Aurousseau,
1993).

Les contaminations par la matiére premiére sont estimées a hauteur de 30 % a 40%,
la contamination microbienne des viandes hachées est influencée par celle de la viande et

celle des appareils de hachage.

10. Les facteurs de multiplication des bactéries de la viande

Les bactéries ne peuvent provoquer la détérioration des produits que si elles se
développent apres la contamination. Les facteurs ci-dessous jouent un role dans le

développement des bactéries et la rapidité de la détérioration (Bigitte, 2005).

10.1. L’activité de ’eau

La viande bovine, contient une teneur moyenne d’eau de 65%. Ces hautes teneurs en
eau favorisent la croissance bactérienne. Si 1’environnement est chaud, la viande se
recouvre d’une fine couche de condensation qui constitue un milieu favorable pour les

bactéries et les moisissures (Brigitte et al., 2005).

10.2. Le pH

Apres abattage, le pH du muscle passe d’un niveau proche de 7,0 dans le muscle
vivant, a environ 5,5-5,7 (chez le bovin) dans le muscle de référence, le faux-filet (Cartier,
2007).

Le degré d’acidité d’un produit est exprimé par le pH. Les bactéries se développent
seulement dans un pH situe entre 4,5 et 8-9. Elles se développent le mieux dans un pH de
6,5-7,5. La viande a un pH neutre (7) et par conséquent, elle constitue une denrée trés
périssable (Bigitte, 2005).

10.3. La température

Le facteur le plus important qui régit la croissance microbienne est la température.
De fagon génerale, plus la température est grande, plus le taux de croissance est élevé.
Beaucoup de micro-organismes de la viande se développent dans une certaine mesure a

toutes les températures, moins de 0 a 65 °C. Les Psychrophiles (psychotropes) ont une
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température optimale entre -2 et 7°C, les mésophiles entre 10 et 40 °C et les thermophiles
de 43 466 °C (Lawire et al., 2006).

10.4. Le potentiel d’oxydoréduction

Aprés la mort, le muscle ayant des réserves en oxygene, présente un potentiel
d’oxydoréduction profond, élevé et positif ; ce qui est favorable a la multiplication des
germes aérobies. Ensuite, les réserves en oxygéne n’étant plus renouvelées par le sang, le
Rh profond diminue trés rapidement, devient négatif. Les conditions réductrices ainsi
créées dans la profondeur de la viande sont propices au développement des germes

anaérobies de la putréfaction (James et James, 2000).

11. La flore bactérienne de la viande

La microflore de contamination des viandes et des produits a base de viande
comprend essentiellement les germes saprophytes et les flores pathogénes responsable des

maladies et des intoxications alimentaires (Fournaud, 1982).

11.1. Flore aérobie mésophile aérobie total (FTAM)

La flore aérobie mésophile regroupe des microorganismes formant des colonies
dénombrables aprés leur multiplication dans des conditions de laboratoire définies
(Bonnefoy et al., 2002).

I1 s’agit des germes aérobies pouvant se multiplier dans des conditions ambiantes a
30 °C et ne constituant pas une famille bactérienne particuliere. Leur présence au dela des
limites définies peut signifier un défaut d’hygiéne des procédés de fabrication. Leur forte
charge dans I’aliment peut également étre due a une conservation a des températures trop
¢élevées, sauf lorsqu’il s’agit de bactéries psychotropes (par exemple les bactéries lactiques,

Pseudomonas, Listeria, Yersinia) (Ghafir et Daube, 2007).

11.2. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus est une bactérie Gram-positif, appartenant a la famille des
Staphylococacceae capable de produire une toxine. Ce germe est présent en faible nombre,
sur I’animal vivant, mesurant 0,5 a 1 um de diamétre souvent disposés en grappe, non

sporulés, coagulase positive (Bailly et al., 2012).

Cette espéce fait partie des bactéries aéro-anaérobies facultatives, mais préférant le

métabolisme aérobie. C’est un germe mésophile, capable de se multiplier entre 4 °C et 46
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°C, de maniére optimale a 37 °C, pour un pH allant de 5 a 9, avec un optimum de 7,2 a2 7,6
et un aw de 0,86 en aérobiose et 0,90 en anaérobiose, il est halophile et xérophilecar il se
développe méme en présence de sel et du sucre et survit dans les aliments déshydratés, sa
croissance est possible jusqu’a une concentration de 18 % en sel en aérobiose (Fosse et al,

2006; Bailly et al, 2012).

Figure. 04 Staphylococcus aureus (Matthew et Carr, 2012).

12.3. Coliformes totaux et fécaux

Les coliformes totaux sont des bactéries aérobies ou anaérobies facultatifs, & Gram
négatif, non sporulées, en formes de batonnets, mobiles ou non (Cardinal, 2003). Ces
germes possedent I’enzyme P-galactosidase permettant 1’hydrolyse du lactose a 37°C afin
de produire des colonies rouges sur un milieu bien approprié.D’un autre coté, Le groupe
des coliformes est utilisé depuis la fin du 19éme siécle comme indicateur de pollution
fecale (Archibald, 2000).

Ces coliformes fécaux ou coliformes thermo tolérants, sont un sous-groupe des
coliformes totaux capables de fermenter le lactose a une température de 44°C (Edberg et
al., 2000).

12.4. Bactérie psychotrope

Les bactéries psychotropes sont définies par leur aptitude a se développer a des
températures inférieures a +7°C et caractérisées par une croissance permettant la

production de colonies sur gélose a 7°C en 10 jours (Branger et al, 2007).

Ce sont des agents de toxi-infections alimentaire sou d'altération de la qualité
marchande des denrées, elles constituent un facteur limitant de la conservation des produits
réfrigérés. La maitrise de ce type de flore passe principalement par une amélioration des

performances des moyens frigorifiques, permettant de garantir une réfrigération des
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denrées entre 0°C et +2°C, ainsi que par une validation de la durée de vie des produits
alimentaires sur la base d'études scientifiques adaptées (Bornert, 2000).
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1. Introduction

Les plantes médicinales ont toujours fait partie de la vie quotidienne de I’homme,
puisqu’il s’en sert pour se nourrir et se soigner (Mebarki, 2010). Elles sont capables de
produire des substances naturelles différentes. Ces plantes accumulent ces métabolites dits
secondaires treés recherchees et utilisées dans des domaines aussi différents que la

pharmacologie ou I’agroalimentaire (Haddouchi et Benmansour, 2008).

2. Définition du romarin

Le nom du romarin viendrait du latin « rosmarinus » (Auguste Scheler, 1862), ou
bien du grec « rhops myrinos » (Helmut Genaust, 1996). On l'appelle également « herbe-

aux-couronnes », et en provencal, « encensier » (Huguette et Max, 2008).

C’est un arbrisseau de la famille des Lamiacées (ou labiées), poussant a 1’état
sauvage sur le pourtour méditerranéen, en particulier dans les garrigues arides et
rocailleuses, sur terrains calcaires. Fraiche ou séchée, cette herbe condimentaire se retrouve
dans la cuisine mediterranéenne, et une variété améliorée se cultive dans les jardins (Jean-
Claude Rameau et al., 2008).

3. Description botanique

Rosmarinus officinalis, C’est un arbrisseau touffu, rameux, toujours vert,
(Bellakhdar, 2006) Le romarin peut atteindre jusqu'a 1,5 m de hauteur, voire jusqu'a 2 m
en culture. Leur odeur, tres camphrée, évoque aussi l'encens d'ou il doit son nom «

encensier » en provencal (Jekka, 2006).

- d -

Figure. 05 Rosmarinus officinalis (Albert Vieill, 2021)

3.1. Les racines

Le systéme racinaire de la plante est dense et profond ce qui lui permet de puiser
I’eau en profondeur pendant les épisodes de sécheresse (Comas et al., 2013 ; Zwicke et
al., 2015).
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3.2. Les feuille

Il est reconnaissable en toute saison par ses feuilles persistantes sans pétiole,
coriaces, linéaires, entieres et enroulées sur les bords, vertes et ponctuées dessus, blanches
tomenteuses a la face inférieure (Rameau et al., 2008 ; Jekka, 2006). Beaucoup plus
longues que larges, elles pouvant atteindre e 3cm de long et 4mm de large (Pharmacopée-
francaise, 1998 ; Jekka, 2006).

Figure. 06 Feuille de Rosmarinus officinalis (Debuigne et Couplan, 2009).
3.4. Les fleurs

Les fleurs sont réunies au sommet des rameaux, bleues péales a blanchatres
pratiquement sessiles, disposées en petites grappes axillaires et terminales. Elles sont
bractées tomenteuses lancéolées (Rameau et al., 2008). La floraison commence dés le
mois de février, parfois en janvier, et se poursuit jusqu'en avril-mai. Certaines variétés

peuvent fleurir une deuxieme fois en début d’automne (Jekka, 2006).

Figure. 07 Représentation morphologique des fleurs de Rosmarinus
officinalis (Debuigne et Couplan, 2009).
3.5. Les fruits
Comme pour la plupart des Lamiacées, le fruit est un tétrakene. Ce dernier est de
couleur brune foncée, lisse et globuleux de 2 a 3 mm de long (Teuscher et al., 2005 ;

Jekka, 2006). Chaque akene renferme un embryon sans albumen.

Figure. 08 Aspect morphologique du fruit de Rosmarinus officinalis
(Debuigne et Couplan, 2009).
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4. Classification systématique

La classification botanique du romarin est comme suit (Tableau 2) (Quezel et
Santa, 1963).

Tableau. 02 Classification botanique de Rosmarinus officinalis L.(Quezel et Santa,
1963)

Régne Plantes

Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Rosmarinus
Especes Officinalis

5. Noms vernaculaires

Le romarin posséde plusieurs appellations citées dans le tableau (03) en dessous.

Tableau. 03 Les noms communs de Rosmarinus officinalis

Berbere Azir, iazirou ou yiazir (Bellakhdar, 2006).
Arabe Iklil el jabal (Ducros, 1930).
Francais Herbe aux couronnes, romarin des troubadours, rose marine,

encensier (Anton et Lobstein, 2005 ; Garnier et al., 1961).

Anglais Rosemary (EI Rhaffari, 2008).
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6. Répartition géographigue

Le Romarin pousse spontanément dans le sud de I'Europe et est originaire des pays
bassin méditerranéen (Larousse, 2013), tels que, I’Italie, I’Espagne, la Tunisie, le Maroc,
I’Ex-Yougoslavie, I’Albanie, I’Egypte, le Palestine, la Gréce, le Chypre et jusqu’en Asie
mineure, au Portugal, au nord-ouest de 1’Espagne (Tutin et al., 1972 ; Davis, 1982 ;
Greuter et al., 1986).

En Algérie le romarin s’étale sur une superficie excédant 100 000 hectares (Bensebia

et al., 2009).

7. Composition chimigue

La composition chimique de la plante dans son ensemble dépend du lieu de
croissance et de recolte ainsi que du moment de la récolte dans le cycle végétatif (idéal
quand le végétal a le maximum d'essence) (Staub et Bayer, 2013).

Tableau. 04 la composition chimique de Rosmarius officinalis.

Huile essentiel 1,8 cinéole, alpha-pinéne camphre de romarin (Akroum, 2006),
camphéne ( Rao et al., 1998).

Flavonoides lutéoline, quercetine ( Akroum, 2008), genkwanine, cirsimaritine (
Ibafiez, 2003) ériocitrine, hesperédine, diosmine, lutéoline
(Okamura et al., 1994), apigénine (Yang et al., 2008).

Diterpénes Acide carnosolique, rosmadial (Akroum ,2006).

Triterpenes et | acide aléanolique (Akroum, 2006), acide ursotique (Yang et al.,
Stéroides 2008).

Lipides n-alkanes, isolalkanes, alkénes (Akroum ,2006).

Acides phénolique | Acide vanillique, acide caféique, acide p-coumarique ,Acide
rosmarinique, Rosmaricine (Hui, 2010).

8. L.’activité biologigue de romarin

C'est aujourd’hui Romarins officinalis est I'une des sources les plus populaires de
composés bioactifs naturels, et en fait, ce la plante exerce diverses activités
pharmacologiques telles que antibactérienne, antidiabétique, anti-inflammatoire, anti

tumorale et antioxydant, entre autres (Andrade et al., 2018).
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8.1. L’activité antioxydante

La famille des Lamiaceae a été au centre de la recherche sur les composés
antioxydants (Andrade et al., 2018) grace a ses propriétés redox élevées des composés
phénoliques et a leurs structures chimiques, qui peuvent étre responsables de la
neutralisation des radicaux libres (Erkan et al., 2008).

Il a été démontré que la molécule de carnosol a un fort impact antioxydant en culture
cellulaire in vitro, sans cellule et, in vivo, chez les animaux diverses études experimentales
menées a jour (O’ Neill et al., 2020).

8.2. Activité antibactérienne

Les meétabolites secondaires des plantes ont un effet pharmacologique sur le
traitement des troubles cutanés, pour lesquels ils sont utilisés dans des formulations
topiques. A cet égard, ’extrait de romarin a démontré une activité antimicrobienne dans
plusieurs cas (Bernardes et al., 2010 ; Paula et al., 2014 ; Karadag et al., 2019 ; Zhong
etal., 2021).

8.3. Activité anti-inflammatoire

En médecine populaire, le romarin est connu pour ses propriétés thérapeutiques
contre les douleurs abdominales et pour le traitement des maladies inflammatoires

respiratoires, comme 1’asthme bronchique (Zanella et al., 2012).

L’activité inflammatoire de I’extrait de R. officinalis est attribuée a la présence de
carnosol et d’acide carnosique (Reuter et al., 2007) et d’acides ursoliques, oléanoliques et

micrométriques (Altinier et al., 2007).

9. Utilisation de romarin

9.1. Usages agroalimentaires

Le romarin est utilis¢ dans I’industrie alimentaire de plusieurs facons, dont 1’une est
comme agent favorable (Hussain et al., 2010). Les propriétés antimicrobiennes des extraits
et des feuilles de romarin (y compris ceux dépourvus d'HE) ainsi que l'acide rosmarinique,
I'acide carnosolique, le rosmanol et le carnosol sont utilisés dans I'industrie alimentaire. En
effet, ils servent d'antioxydant et de conservateur dans les charcuteries, les viandes, les

produits alimentaires riches en graisses, les sauces et comme aréme oignon et herbes de
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Provence (Arvy et Gallouin, 2003 ; Wichtl et Anton, 2003 ; Anton et Lobstein, 2005 ;
Fernandez et al., 2012 ; Nieto et al., 2018).

9.2. Usage culinaire

L’¢épice et I’huile de romarin sont largement utilisés en alimentation, I’épice est
utilisée dans les aliments cuits, viande, les aliments industriels, avec le niveau maximum
utilisé d’environ 0,41% dans les aliments cuits. L’huile est utilisée dans les desserts glacés,
confiseries, gélatines (Zoubeidi, 2004) et comme un arébme dans les patisseries, les cremes
et les flans (anton et lobstein, 2005).

9.3. Usage médicinal

Le romarin est utilisé dans la médecine traditionnelle depuis des ages contre diverses
conditions (Satyal et al., 2017). Les branches de la plante ont été utilisées comme tisane
afin de bénéficier effets abortifs, stomachiques, carminatifs, chola gogues et
antispasmodiques (Soliman et al., 1994).

Il a été utilise comme cholérétique, diurétique et dans le traitement symptomatique
de troubles digestifs tels que : ballonnement épigastrique, lenteur a la digestion et
flatulence (Wichtl et al., 2003 ; Bruneton, 2009).

9.4. Usage Cosmétique

Le romarin entre dans la composition de parfums surtout masculins, les eaux de
Cologne, ainsi que dans la formulation des pommades dermiques des savonneries,
détergent, créme, 1’eau de toilette, déodorants, lotions et shampooing (Albert et Foste,
1996).

L’huile essentielle du Rose marine est notamment utilisée dans les huiles corporelles

et ¢galement pour parfumer les produits d’hygiene tels que les dentifrices, les savons...

(Faucon, 2012).
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10. Métabolite secondaire

10.1. Définition

Les métabolites secondaires sont une vaste gamme d’actifs composés et sont bio
synthétiquement dérivés de métabolites primaires. lls sont plus dans le regne végétal. lls
varient en qualité et quantité pour une espece végétale donnée dans différents endroits. Ils
sont souvent accumulés en petites quantités synthétisés par des types cellulaires spécialisés

a des stades de déeveloppement (Jain et al., 2019).

Les plantes médicinales sont riches en secondaire métabolites, un groupe diversifié
de produits chimiques, qui comprennent des alcaloides, glycosides, amines, insecticides,
stéroides, flavonoides et métabolites connexes, qui ont été largement utilisés dans la

drogue et industrie pharmaceutique (Santosh et al., 2007).

10.2. Classification et fonctions des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont repartis en trois grandes familles chimiques,
chacune renferme une trés grande diversité biologique (Bruneton, 2009).

» Les composés phénoliques
» Les alcaloides (les composes azotés)
» Les terpénoides et les huiles essentielles (Bruneton, 2009).

10.3. Les Composés phénoliques

Les composés phénoliques regroupent un vaste ensemble de substance chimique
comprenant au moins un noyau aromatique, et un ou plusieurs groupes hydroxyle, en plus

d’autres constituants (Salunkhe, 1990).

Ils sont des contributeurs clés aux réponses des plantes aux stress biotiques et
abiotiques, tels que la protection contre le rayonnement solaire et la robustesse envers les
dommages mécaniques et dans la médiation de la défense contre les pathogénes et les
herbivores (La Camera et al., 2004 ; Vogt, 2010 ; Fraser et Chapple, 2011; Hassan et
Mathesius, 2012).

3.1. Les acides phénoliques

Ce sont des molécules formées d’un squelette a sept atomes de carbone (Singleton et

Timbreuse, 1978).Ces composés existent principalement sous forme d'acides
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hydroxybenzoiques et d'acides hydroxycinnamiques qui peuvent se produire soit sous leur
forme libre ou conjuguée (Martins et al., 2011 ; Garrido et Borges, 2013).

3.2. Les flavonoides

Les flavonoides sont des molécules formées d’un squelette a 15 atomes de carbones
correspondant a la structure du diphénylpropane (Williamson et Scalbert, 2000). Ils ont
un faible poids moléculaire, sont présents sous forme de phytonutriments dans
I’alimentation humaine et sont omniprésents dans le régne végétal (a ce jour, environ 8000

molécules de flavonoides ont éte signalées) (Walker et al., 2000).

Ils constituent des pigments responsables des colorations jaune orange et rouge de
différents organes végétaux (Ghedira, 2005).

3.3. Les tanins

Ils constituent le troisieme groupe essentiel de composés phénoliques (Mazid et al.,
2011). Leur structure complexe est formée d’unité répétitive monomérique qui varie par
leurs centres asymétriques, leur degré d’oxydation (Hemingway, 1992). lls sont riches en
oligos et polymeres et peuvent créer des complexes avec des protéines, des minéraux, de la
cellulose et de I’amidon (Mazid et al., 2011).

3.4. Les coumarins

Cest une classe de composés phénoliques simples consistant en une grande
substance phénolique produite par la fusion d’un cycle benzénique et d’anneaux a-pyrone,
sont répandus dans les plantes vasculaires. Elles ont d’abord été signalées dans la feve
tonka (Dipteryxodorata) puis dans environ 150 espéces différentes de 30 familles

(Venugopala et al., 2013).

3.5. Les lighines

Aprés la cellulose, la lignine est le biopolymere le plus abondant sur terre et
contribue a environ 30 % du carbone organique dans la biosphére. La lignine est 1’'un des
composants hétéropolymeres racemiques complexes de la paroi cellulaire; elle a un poids
moléculaire élevé et est produite par le couplage combinatoire oxydatif de trois monomeres

d’alcool p-hydroxycinnamoy! (les monolignols) (Cesarino et al., 2012).
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3.6. Les stilbénes

Les stilbénes contiennent deux groupes phényliques reliés par un pont de méthyléne
a deux carbones. La plupart des stilbenes des plantes agissent comme des phytoalexines
antifongiques, des composés qui ne sont synthétisés qu’en réponse a une infection ou une
blessure. Le resvératrol (3,4 ,5-trihydroxystilbéne) est I’'un des polyphénols stilbénes
naturels les mieux étudiés, que 1’on trouve surtout dans les raisins (Adlercreutz et Mazur,
1997).

11. Les activités biologiques des polyphénoles

Les polyphénols sont associés a de nombreux processus physiologiques et
interviennent dans la qualité des aliments lors de la maturation. La capacité d’une espéce
végétale a résister a I’attaque des insectes et des microorganismes est souvent corrélée avec

la teneur en composés phénoliques (Bahorun, 1997).

Les polyphénols possédent un large éventail d’activités biologiques in Vitro
(antibactériennes, anti-cancérigene, anti-inflammatoire, antioxydante etc...) liées a leur
caractere réducteur et a leur affinité pour les protéines et les ions métalliques (Hynes et
O’Coinceanainn, 2001).

Ces substances suscitent beaucoup d’intéréts dans plusieurs domaines, celui de la
nutrition par leur caractére préventif a 1’égard de diverses maladies. En cosmétologie et
surtout dans les industries agroalimentaires par leurs implications, en particulier, sur la
flaveur des aliments et leur incidence sur la conservation des produits alimentaires (Hynes
et O’Coinceanainn, 2001).

Ainsi, ils pourraient constituer une alternative a ’utilisation des additifs alimentaires
synthétiques, buthylhydroxyanisol (BHA) et buthylhydroxytoluéne (BHT), qui ont montré

des effets nuisibles (effet carcinogene) (He et al., 2008).
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1. Site et période d’étude

La réalisation de cette étude a été faite au niveau de laboratoire de microbiologie
N°01 de la faculté SNV, laboratoire de Technologie Alimentaire et Nutrition et laboratoire
de physiologie animale appliquée de I’université de Mostaganem. Pendant une durée allant

du 16 avril jusqu’au 31 mai 2023.
2. L’objectif

L’objectif principal de cette étude consiste a étudier I’effet de la poudre de

Rosmarinus officinalis sur la qualité microbiologique de la viande hachée bovine au cours

de la conservation au froid a 4°C.

3. Matériel végétal

3.1. La récolte de la plante

La présente étude a portée sur I’espéce végétale le Romarin (R.officinalis). La plante

a été recoltée au cours du mois d’avril 2023 au niveau du jardin (el houria) a Ain Tadles.

— D

Figure. 9 Carte de répartition géographique de la plante de romarin

3.2. Séchage de la plante

Les feuilles de la plante fraichement récoltées sont lavées a 1’eau courante afin de
les débarrasser de la poussiére et d’autres particules, ensuite séchées a température

ambiante et a ’abri de la lumiére.

3.3. Broyage de la plante séche

Le matériel végétal séché a été ensuite broyé a 1’aide d’un broyeur électrique en une
poudre fine pour obtenir une structure granulaire, et traité par ’'UV pour détruire les
germes pathogenes, puis conservé dans des flacons en verre en vue d’analyse et d’usages

ultérieurs.
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Figure. 10 la poudre de Rosmarinus officinallis.

4. matériels et produits

Tableau. 05 Produits et matériels utilisés au laboratoire.

Matériels

Bain Marie

Agitateur magnétique

Spectrophotomeétre UV-Visible

Micro pipette, pipette pasteur

Balance, Broyeur électrique, Vortex

Réfrigérateur, Rota vapeur, Etuve

Réactifs chimiques

Méthanol

Carbonate de sodium (Na>CO3) Réactif de

Folin-Ciocalteu

Milieu de culture

La gélose lactose biliée au cristal violet et au rouge neutre (VRBL)

La gélose Plate Count Agar (PCA)

Gélose Baird-Parker

Le Bouillon Nutritif

Plasma humane

5. L.’analyse biochimique

5.1. Macération a I'éthanol

La macération éthanolique obeit au protocole de BOUHARB et al., (2014) avec

modifications. Ce protocole consiste a macérer 10 g de poudre de plante durant 6 heures

dans un 100 ml de solvant (éthanol 80 ml + eau distillée 20 ml), a I’ombre et a I’aide d’un

agitateur magnétique. Apres filtration par un papier filtre, la solution extraite est soumise a

une évaporation sous vide et a 50°C pour chasser le solvant (KEITA et al., 1998).

L’extrait ainsi obtenu, est conservé dans un flacon en verre, soigneusement fermé, a

I’abri de la lumiére, dans un réfrigérateur a 4°C.
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5.2. Dosage des polyphénols

Le dosage des composeés phénoliques a été fait selon la méthode de Folin-Ciocalteu.
Ce réactif est constitué d'un mélange d'acide phosphotungstique (H3PW12040) et d'acide
phosphomolybdique (FUPMO12040). Lors I'oxydation, il est réduit en un mélange d'oxyde
bleu (Miliauskas et al., 2004).

a) _Mode opératoire

Un volume de 1 ml d'extraits (10g de I'échantillon / 80ml d’éthanol 10 ml d'eau
distillée) avec 5 ml de Folin-Ciocalteu (2M) dilués 10 fois. Apres 5 minutes d'incubation, 4
ml de carbonate de sodium a concentration do 75g/l a été additionnés. Parallélement, dans
les mémes conditions, un étalon a été réalisé avec des concentrations croissantes d'acide
gallique est proportionnelle a la quantité de polyphenols présents dans I'extrait analysé,La
teneur des polyphenols contenus dans les extraits des écorces de grenade, rhizomes de
(standard) allant de 100 a 1000 pg/I(Boizot et Charpentier, 2006),

Aprés une heure d'incubation a la température ambiante, I’absorbance a été lue a 760

nm contre un blanc a l'aide d'un spectrophotometre UV-Visible

b) Expression des resultats

La concentration en polyphénols totaux a été calculée a partir de 1’équation de
régression linéaire (y=ax+b), établie de la courbe d’étalonnage de I’acide gallique. Comme
standard de référence, dans les mémes conditions que 1’échantillon. Les résultats sont
exprimés en mg d’équivalents d’acide gallique par g d’extrait sec de la plante (mg EAG /g
d’extrait sec de la plante) (Boizot et Charpentier, 2006),.

Figure. 11 Dosage de polyphénols totaux.
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6. Matériel biologique

6.1. Conservation et traitement de la viande

L’échantillon utilisé dans cette étude est la viande hachée de cuisse bovine de la race
charolaise abattue le 18 mai au battoire de MASRA provenant de la boucherie Aziz-

Mostaganem.

Des échantillons de 150g de viande hachée bovine de cuisse ont été pesés tout
d’abord puis, déposés dans des barquettes de polystyrene stérile, ensuite mélanger avec la
poudre de romarin préparé a différentes concentrations (20, 40, 60, 80 et 100%) et un autre
échantillon sans traitement comme un témoin, enfin ils ont été couverts par un film

alimentaire stérile, et conservés a 4C° au réfrigérateur.

7. Analyse microbiologigues

L'objectif des analyses microbiologiques est de rechercher et de quantifier un certain
nombre de micro-organismes, indicateurs d'un ou de plusieurs problémes rencontrés lors
du procédé de conservation ou susceptibles de présenter un risque pour la santé humaine

lors de la mise sur le marché (Harir, 2019).

7.1. Préparation de la suspension mére et les dilutions décimale

7.1.1. Préparation de la suspension mére

La suspension meére est la premiére dilution préparée a partir d’un produit solide (la
viande hachée). Pour ce faire 10 g de viande hachée est aseptiquement mélangée a 90 ml
d’eau physiologique stérile dans un sachet stomacher stérile, Ensuite le mélange a été
écrasé plusieurs fois mécaniquement pendant une minute dans un mortier traditionnel

grace a un pilon (Journal officielle, 2016).

10 @ de viands hachse
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Figure. 12 Schémas presents la préparation de la suspension mere.
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7.1.2. Préparation des dilutions décimale

A P’aide d’une pipette stérile 1ml de la solution mére est prélevé puis introduit dans
un tube contenant 9ml d’eau physiologie ; c’est la dilution (1071) La dilution (10~%) sera

préparée de la méme fagon a partir des dilutions précedentes (Journal officielle, 2016).

1 ml de la solution mére

O,

i i

e o' 102 102 10°
Suspension mére
9 ml d'eau physiologique

Figure. 13 schémas présents la préparation des dilutions décimales.

7.1.3. Ensemencement et incubation

A partir des dilutions on procéde aux ensemencements dans des milieux sélectifs et
spécifique pour chaque type de microorganisme, qui apres incubation permettront
l'identification et le dénombrement ou la détection de la présence ou I’absence des

microorganismes recherchés (Journal officielle, 2016).

7 .2. Méthodes de dénombrement et de recherche des germes

7.2.1. Flore mésophile aérobie totale(FTAM)

Mode opératoire

Le dénombrement de cette flore est réalisé par la méthode d'ensemencement en
profondeur sur la gélose (PCA). On porte aseptiquement 1 ml des dilutions décimales
allant jusqu’a 10~*dans des boites de Pétrie, on compléte ensuite avec environ 15 ml de
gélose PCA fondue et refroidie préalablement. On homogénéise le contenu en effectuant
des mouvements circulaires et de «va-et-vient » en formes de « 8 » sur une surface fraiche
et horizontale pour permettre a I’inoculum de se mélanger & la gélose. Les boites sont

incubées couvercles en bas a 30 °C pendant 24 h /48 h/72h.
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7.2.2. Coliformes totaux et fécaux

Mode opératoire

Porter aseptiquement 1 ml des dilutions décimales (1072,1073,107%) dans des
boites de Pétri. Compléter par environ 15 ml de gelose VRBL fondue puis refroidie
préalablement. Mélanger soigneusement le milieu et laisser le mélange se solidifier sur une
paillasse. Lorsque le milieu est solidifie, couler environ 4ml de la méme gélose. Aprés
solidification du milieu, les boites sont incubées a 44°C pendant 24h / 48 h/72h.

7.2.3. Staphylococcus aureus

Par cette méthode, les Staphylococcus aureus ont fait 1’objet d’un dénombrement sur
le milieu Baird-Parker. A I’aide d’une pipette pasteur, distribuer dans la boite de pétrie 0.1
ml du mélange préparé (dilution décimales) sur la surface de 15ml du milieu mis en boite,
étaler soigneusement 1’inoculum la surface du méme milieu. La boite sera incubée a 37°C
pendant 24h / 48h/ 72h. Les Staphylococcus aureus présente souvent sous forme des
colonies volumineuses (bombées), crémeuses et pigmentées (typiquement jaune d’orée)
(Guiraud et Riosec, 2004).

7.2.4. Flores psychrotrophes

Mode opératoire

A T’aide d’une pipette pasteur, porter aseptiquement 1 ml des dilutions préparées
(1072,1073,107*) dans des boites de Pétri. Ajouter ensuite environ 15 ml de milieu PCA
fondu et refroidi a 45°C. Mélanger soigneusement et laisser le mélange se solidifier sur une

paillasse. Les boites sont incubées enfin couvercles en bas a 3°C Pendant 4 jours.

7.2.5. Test de confirmation

5.1. Teste de catalase

Sur une lame propre et seche, on dépose une goutte d’eau oxygénée al0 volumes. A
I’aide d’une pipette pasteur stérile, on ajoute I’inoculum bactérien (quelque colonie de

staphylococcus aureus).

5.2. Teste de coaqulase

La proprieté de Staphylococcus aureus a provoquer la coagulation d’un plasma est due

a la sécrétion d’une protéine extracellulaire ; la Staphylocoagulase ou la coagulase.

La recherche de la Staphylocoagulase est le test essentiel qui permet de distinguer les

souches potentiellement pathogénes, car la Staphylocoagulase joue un rdle central dans le
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pouvoir pathogene des Staphylocoques, en leur permettant de lutter contre les anticorps

opsonisants et la phagocytose (leloir et gautier, 2010).

8. Observation des bactéries

8.1. L’aspect macroscopigue

L’étude des caracteres visibles a 1’ceil nus : formes, taille, couleur et aspect (Chibi,

2015).

8.2. L’aspect microscopique

a) La coloration de Gram

La coloration de Gram est une coloration classique en microbiologie. Elle permet de
distinguer deux (2) types de bactéries, les bactéries en Gram négatifs (G-) et les bactéries
en Gram positives (G+). Celles-ci different de part de la composition de leur paroi,
notamment par I'épaisseur du peptidoglycane, ou la présence d'une membrane externe
(Larpent et al., 1990).

b) Lecture

Observer au microscope a l'objectif x 100 a immersion. Avec cette coloration double,
les bactéries « Gram + » apparaissent en violet foncé tandis que les bactéries « Gram - »

sont colorées en rose ou en rouge (Delarras, 2014).
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Résultats

1. dosage des polyphénols

Les polyphénols totaux ont été déterminés par la méthode de Folin-Ciocalteu.
L’absorbance a ¢té lue dans une longueur d’onde de 765 nm. Les résultats obtenus sont
représentés dans une courbe d’étalonnage de 1’acide gallique. La quantité des polyphénols
a été rapportée en milligramme d’équivalent de ’acide gallique par gramme de 1’extrait
(mg EAG/g E). A partir de la courbe d’étalonnage, la concentration des polyphénols totaux
est 7,47 (1 0,26 mg EAG/g E.

Absorbance a 765 mm w=>0,013x
1,4 R* = 0,989

1,2 "

1

#

a8 b

/ - A
0,6 )
/ Linaaire [A)
o, )/
o,z

a

o 20 <20 &0 =20 100 120

Lia courbe d’acide galligue

Figure. 14 Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des phénols totaux.

e Teneurs en phénols totaux

La spectrophotométrie UV/Visible a permis de quantifier le taux des polyphénols
présents dans 1’extrait préparé de la plante, les résultats obtenus montrent que la plante est
riche en polyphénols avec une teneur en phénols totaux de 380,70 + 2,77mg d’équivalent

d’acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG/g E).

2. Dénombrement des bactéries

1. Les coliformes totaux

Les coliformes totaux n’ont pas subi une réduction des germes (P > 0,05) apres
’ajout de la poudre de romarin (20 % al00 %) a la viande hachée, passant de (60,95 .10% a
61,35.102 UFC/g) par apport au témoin (60,85 .10% UFC/qg) (tableau 7).
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2. Les Coliformes fécaux

Aucune prolifération n’est constatée dans la viande hachée traitée a 20 et 40 %
(P <0,01) par la poudre de romarin.

On a observe une légere augmentation des germes dans la viande traitée a 60 et 80%
avec la poudre de romarin (113, 65. 10 a95. 10? UFC/g) (P < 0,01), par apport a la
charge supérieure enregistré sur le ttmoin de 268,59. 10* UFC/g (tableau 7).

3. Flore totale aérobie mésophile

On observe que la charge microbienne de la viande traitée a 20 et 40% avec la

poudre de romarin a augmenté et resté stable 177,75. 103 UFC/qg.

La flore totale aérobie mésophile n’a été constatée aucune prolifération dans la

viande hachee traitée 60, 80, 100 % avec la poudre de romarin (P> 0,05). (tableau 7).

4. Staphylococcus aureus

On a observé une diminution de la charge microbienne (38,65.103 UFC/g) au niveau
de la viande traitée a 20% par la poudre de romarin par rapport a la charge microbienne de
témoin (128.103 UFC/g).

A partir de la concentration de 40, 60, 80, 100 % on a constaté une légére
prolifération avec une diminution bactérienne (de 42,55. 103, 37,8.103, 30,65. 103 a
218,5. 102 UFC/g) (P > 0,05) (tableau 7).

5. Germes psychotropes

Les concentrations 20 %, 40 % ,60 %, 80 % de la poudre de Romarin ajoutées a la
viande hachee ont diminuée la prolifération des germes psychotropes au cours de la
conservation de la viande a 4°C, a partir de 37. 10%,37,85. 103,271,50. 103 jusqu’a
86.10% UFC/g par apport au témoin 38,17. 103 UFC/g (P < 0,01), et aucun germe n’est

constaté a la concentration 100% (tableau 7).
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Tableau.7 Effet d’ajout de la poudre de romarin sur

la prolifération des germes

recherche (UFC /g) dans la viande hachée ou cours de conservation de froid (4°C).

Germes Taux d’incorporation de la poudre de romarin Effet de | Journa
facteurs | 12017
UFC/g | 0% 20% 40% 60% 80% 100 %
Colifor P>0,05 |5.10%/
me 60,85 . 1072 60,95 .107 61,05 .1072 61,15.1072 61,25.10% | 61,35.102 5.106
totaux :
Colifor | 268,59.10% | Absence Absence 113,65. 107 | 95. 107 Absence | P<0,01
me 4
fécaux 10
FTAM |138,4.10% |177,75.103 | 177,75.103 | Absence Absence | Absence |P>0,05 |5.10%/
5.10°
. P> 0,05 2
STAPH 128.103 38,65.103 4255.103 37,8. 103 30’25 218,5. 107 ’ 103/
E 10 10
< 3
E)SYCH 3817. 10 |37. 10° | 37.85. 10° |27150. 10° |86.10¢2 |Absence |~ 001 | 10

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes et écarts types correspondants, avec un

nombre de répétitions n=02 ;

p>0.05:effet non significatif du facteur étudié F1

(concentrations en poudre de romarin ajoutées a la viande hachée ) ;p<0.05 effet significatif
du facteur étudié ;p<0.01 : effet hautement significatif du facteur étudié ; J: jours ;UFC :
Unité Formant Colonie ;m : valeur minimale en germes acceptée ; M: valeur maximale en
germes accepté ; a, b, c...etc.

Figure. 15 Les colonies des coliformes

fécaux.

Figure. 16 Les colonies des coliformes
totaux.
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Figure. 18 Les colonies des staphylococcus aureus

Figure. 19 Les colonies des psychotrophes.

3.Les tests de confirmation

3.1. Test de catalase

Figure. 20 Test de catalase.

3.2. Test de coagulase

Figure. 21 Test de coagulase.
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3. L.>observation bactérienne

3.1. L’aspect macroscopique

Les bactéries ont montré divers aspects culturaux, en fonction du milieu de culture,
permettant de suspecter leur appartenance a un groupe bactérien ou a un autre

(Staphylococcus aureus, Flores psychotrophes, Flore mésophile aérobie totale(FTAM),

Coliforme totaux et fécaux).

Tableau. 08 Aspect macroscopique des bacteries étudiées.

Bactéries élévati | Forme Chromogén | Opacité | Surface | Consistanc | Odeur | Borde
on es e
Coliforme | Convex | Irréguliére | Jaune orangé | opaque rugueuse | Crémeuses | Désagré | surélevés
totaux e et et séche able
brillante

Coliforme | Convex | Circulaire | Rose opaque Lisse et | Crémeuses | Désagré | Réguliere
fécaux e brillante | et seche able
FTAM Bombe | Irréguliere | blanc translucid | Lisse et | Crémeuses | Désagré | Lobée

porcelaine, e A1 et seche able
Staphyloco | Elevé | Irréguliere | Jaune opaque Lisse et | Crémeuses | Désagré | Ondulé
ccus aureus brillante | et séche able
psychotrop | Bombe | Circulaire | blanc translucid | Lisse et | Crémeuses | Désagré | Réguliere
hes et rond porcelaine, e brillante | et séche able

Figure. 22 Aspect macroscopique de Staphylococcus.
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. W
Figure. 24 Aspect macroscopique de Flores Figure. 25 Aspect macroscopique de
psychotrophes coliformes fécaux

Figure. 26 Aspect macroscopique de coliformes totaux

3.1. L’aspect microscopique

1. Coloration de Gram

Le mode d’association varie d’une bactérie a D’autre, les différentes formes

observées sont décrites comme suit :

Tableau. 09 Caractéristiques microscopiques des bactéries

La souche Gram Forme

Coliforme totaux Gram négative bacilles non sporulants
Coliforme fécaux Gram négative bacilles non sporulants
FTAM Gram négative bacilles
Staphylococcus aureus Gram positives sphérique (coques)
Flores psychotrophes Gram négative bacilles
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Figure. 27 Observation microscopiques CT Figure. 28 Observation microscopiques
(Obj X100). CF (Obj X100).

Figure. 29 Observation microscopiques Figure. 30 Observation microscopiques
FTAM (ObjX100). Staphylococcus aureus(ObjX100).

Figure. 31 Observation microscopiques Flores
psychotropes (Obj X100).
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L’utilisation du Romarin a perduré a travers les ages en tant que plante aromatique et
médicinale grace a ses fortes activités biologiques telles qu’un anti-inflammatoire, anti-
oxydant, anti-perglycemic, antibactérien. C’est une source trés riche en composés
phénoliques et leurs propriétés sont dérivées de ses extraits (Gao et al., 2013 ; Olmedo et
al., 2013).

Dans 1’étude de Karouche et son groupe de recherche en 2021, la teneur en
polyphénols est 85,71 £ 4 mg EAG / ml qui est inférieure a nos résultats avec une teneur
de I’ordre de 380,70 = 2,77 mg EAG /g et la méme chose pour I’é¢tude de Kahouli, 2010
qui a trouvé une teneur de 225 mg EAG /g. Donc nos résultats montrent que les feuilles de

Rosmarinus renferment des teneurs importantes en polyphénol.

La teneur phénolique d'une plante ¢a revient peut-étre a certains nombres de facteurs
tels que, les conditions climatiques, le moment de la récolte, le solvant d’extraction, les
conditions de stockage (Podsedek, 2007) et méme la distribution des métabolites
secondaires peut changer pendant la croissance de la plante (Falleh et al., 2008 ; Zaouali
etal., 2010).

Nos recherches indiquent bien que la poudre de romarin posséde une bonne activité
antibactérienne contre les deux souches Coliformes fécaux et la flore psychotrope. Les
niveaux de croissance obtenus par I’ajout de la poudre de romarin ont montré que le
nombre des germes diminue efficacement (p<0.01) avec [’augmentation de Ila
concentration de la poudre appliquée. En 2019, Mokhtar a prouvé dans son étude que
I’extrait de romarin a un effet antibactérien sur les coliformes fécaux et les psychotropes ce

qu’est similaire a nos résultats.

Les deux chercheurs Caillet et Lacroix (2007) ont démontré que le mécanisme
d’action des composés bioactifs des plantes dont les composés phénoliques de Rosmarinus
officinalis vis-a-vis de la croissance d’un germe quelconque commence lorsque ces
substances s’interférent avec la bicouche lipidique de la paroi microbienne ce qui peut

induire par voie de conséquence :

A une augmentation de la perméabilité, puis & une perte des constituants cellulaires.
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A une acidification de I’intérieure de la bactéric en bloquant la production de
I’énergie ainsi que de la synthése des composants de structure et la destruction du matériel

génétique conduisant a la mort de la bactérie.

Selon Fung et son groupe de recherche (1977), I’effet inhibiteur du romarin et les
résultats de I’action de 1’acide rosmarinique, rosmaridiphénol, carnosol, épirosmanol, acide
carnosique, rosmanol et isorosmanol. lls interagissent avec la membrane cellulaire,
provoquant des changements dans le matériel génétique et les nutriments, modifiant le
transport des électrons, la fuite des composants cellulaires et les changements de
production des acides gras. En outre, il a également produit une interaction avec la
membrane des protéines qui a produit la perte de fonctionnalité de la membrane et de sa
structure (Jouve, 1996).

Benzahra et foundou (2019) dans leur étude sur I’effet antibactérien de 1’addition
d’extrait a I’hexane aqueux concentré a 40, 60, 80 et 100% de romarin sur la viande ovine
concernant les deux souches Flore aérobie mésophile totale et Staphylococcus aureus,
elles sont montrées une activité antibactérienne forte (hautement significative) (p<0.01)
contrairement a nos résultats qui non pas donnaient un effet significatif a la viande hachée
traitée a 20 et 40% (177,75. 103 UFC/g), alors que les concertations de 60, 80, 100 % (P>

0,05) ont donné un effet inhibiteur sur la prolifération de ces deux souches.

La poudre de romarin n’avait aucune action antibactérienne sur les coliformes totaux

(p 0,05).

D’apres Jouve (1996) La viande hachée est plus périssable par rapport a la viande
normale et elle ttmoigne d'une contamination bactérienne initiale élevée. Depuis l'abattoir

lors de la préparation des carcasses, ensuite lors du transport et la distribution de la viande.

En plus de ca, la préparation de la viande hachée commence par le désossement de la
viande ou il est difficile d'éviter le contact entre les surfaces carnées fraichement mises a
I’air et celles qui sont préalablement souillées. De plus, I'opération de hachage accentue la
contamination de la viande par le passage dans le hachoir qui n'est généralement lavé qu'en
fin de journée (Oumokhtar et al., 2008).

Selon plusieurs auteurs la quantité, la composition et le rapport des meétabolites
secondaires sont influencés par un certain nombre de facteurs internes et externes, tels que

I’age de la plante, la pollution, 1’évolution, le climat, le type de sol, le type de matériel
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végétal (feuilles, fleurs, etc.), I’altitude, les précipitations, ou des conditions de stress qui
peuvent inhiber ou déclencher la synthese de composés spécifiques avec des bio-
activités(Del Bafo et al., 2004 ; Figueiredo et al., 2008 ; Peshev et al., 2011 ).

De plus, méme pour le méme type de sol, un léger changement de pH et de
composition peut également avoir une influence (Gouvea et al., 2012). Et cela influence

du méme I’intensité antibactérienne de la plante.

D’aprés 1’observation macroscopique faite sur Les souches étudiées, pour les
Coliformes totaux sont des colonies irrégulieres, opaques, Crémeuses et séches de couleur
jaune orangé et une surface rugueuse et brillante avec un bord surélevé et une odeur
désagréable, pour 1’observation sous microscope apres coloration de Gram, indique qu’il

s’agit de bacilles non sporulant de Gram négatif (Saidane et al., 2023).

Les coliformes fécaux sont de petites colonies a contour régulier et forme circulaire,
de couleur rose, lisses et brillante, 1égérement convexe avec une odeur désagréable a révéle
I’observation microscopique a révélé des bacilles non sporulant de Gram négatif (Saidane
et al., 2023).

FTAM a montre des colonies bombe a contour lobée, translucide sans pigment a
surface Crémeuse et séche d'odeur Désagréable a bord irrégulier (Saidane et al., 2023).

Selon Denis et poly (2007) les Staphelococcus apparaisses large, circulaires,
bombées, lisses, luisantes, de coques de Gram positif, de catalase positif et coagulasse
négatif.
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Conclusion

Les plantes aromatiques sont des vegétaux qui contiennent suffisamment de
molécules aromatiques. Elles sont une source d’aréme, de parfums, de saveurs qui plus
utilisée dans le domaine agroalimentaire, parce que qui contient des molécules bioactives,
utilisée comme antioxydants et antimicrobien. Plusieurs études font état de l'addition
directe d'extraits de plantes aromatiques a des aliments pour exercer un effet antimicrobien

ou antioxydant.

A travers cette étude et d'aprés les résultats obtenus la poudre de romarin a montré
une activité antibactérienne sur les souches étudiées mais cet effet varie d’une bactérie a
l'autre et cela d au contenu total et les proportions relatives des métabolites secondaires
dans les plantes peuvent fluctuer dans le temps est dans 1’espéce et méme dans le cas des

mémes especes trouvées a différents endroits (Figueiredo et al., 2008).

D’autres facteurs qui influent sur les activités antimicrobiennes sont le moment de la
récolte, les températures de stockage, I’organe végétal extrait, le type de solvant utilisé, les
méthodes d’extraction et la période, et méme les conditions d’extraction (Kuhlmann et
Rohl, 2006). 11 faut réalise 1’assurance de la qualit¢ de la viande par I’hygiéne qui
commence depuis 1’abattoir lors de la préparation des carcasses, ensuite lors du transport et

la distribution de la viande (Oumokhtar et al., 2008).

Enfin, nous pouvons dire que I’exploitation des plantes aromatiques comme
conservateur naturel pour la conservation des viandes est apprécié a 1’échelle traditionnelle

et méme industrielle.
En perspective, il est intéressant de :

Orienter les recherches scientifiques vers la réalisation des études approfondies sur les
composants biochimiques et leur structure, ainsi que la détermination des différentes

activités biologiques in vitro et in vivo de chacun de ces composés pris séparément.

Déterminer de nouvelles substances bioactives pourront répondre aux différents

problémes de la santé et d’étre un alternatif des médicaments synthétiques dans le futur.
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ANNEXE 01
GELOSE VRBL (Violet Red Bile Lactose Agar)
FORMULE

Peptone 7,00
Chlorure de sodium 5,00
Extrait de levure 3,00
Rouge neutre 0,03
Sels biliaires N° 3 1,50
Cristal violet 0,002
Lactose 10,00
Agar 15,00
GELOSE PCA

FORMULE

Peptone de caséine 5,00
Extrait de levure 2,50
Glucose 1,00
Agar 15,00

GELOSE BAIRD-PARKER

FORMULE

Peptone de caséine 10,00
Extrait de viande 5,00
Extrait de levure 1,00
Chlorure de lithium 5,00
Glycine 12,00
Pyruvate de sodium 10,00

Agar 20,50



ANNEXE 02
TEST DE CATALASE

Technigue

e déposer sur une lame une goutte d’eau oxygénée (= peroxyde d’hydrogene) a I’aide d’une
pipette Pasteur

e prélever une colonie a 1’aide de I’anse

e dissocier la colonie dans la goutte

Eau
oxygénée

(H202)

Lecture
Bulles d’oxygéne Pas de bulle
La bactérie posséde la catalase, elle est dite : La bactérie ne posséde pas la catalase, elle est dite :
Catalase + o Catalase - O

Technique coagulase libre

La méthode du tube est utilisée pour la détection de la coagulase libre. Les coagulases libres
sont différentes de la coagulase liée, pour le mécanisme de coagulation, elles ont nécessité
I'activation d'un facteur de réaction de la coagulase plasmatique (CRF), qui est une molécule
de thrombine transformée ou dérivée, pour former un complexe coagulase-CRF.

Le plasma de lapin est ajouté au tube qui agit comme un facteur de liaison. Apres cela, le complexe
réagit avec le fibrinogéne et forme le caillot de fibrine dans un tube a essai.

Résultats du test de coagulase et observation

Test de coagulase positif : Terminez la formation de caillots ou tout degré de formation
de caillots avant 24 heures.

Test de coagulase négatif : Absence de formation de caillots a 24 h a 25°C.

Tube Coagulase

Negative Positive




ANNEXE 03

Coloration de Gram

Technigue

» Réaliser un frottis ou un étalement.

» Passer 3 fois la lame dans la petite flamme (veilleuse) du bec Bunsen pour fixer
I'échantillon a la chaleur.

» Déposer quelques gouttes de solution de violet de gentiane (cristal violet) sur le frottis fixé.

» Laisser agir 1 minute. Le violet de gentiane colore le cytoplasme des bactéries. Jeter I'exces
de colorant dans un bécher.

» Rincer trés brievement en faisant couler de I'H20 sur la lame au-dessus du frottis (pas
directement sur le frottis).

» Déposer quelques gouttes de lugol sur le frottis. Le Lugol (composé iodé) est un mordant
qui permet de fixer le violet dans les bactéries.

» Laisser agir 1 minute.

» Jeter la solution de Lugol dans un bécher et rincer brievement a I'H20 comme
précédemment décrit.

> Décolorer en faisant couler la solution de décoloration sur la lame jusqu'a ce que le violet
ne s'écoule plus du frottis (5 a 10 secondes). La solution de décoloration contient un
mélange d'alcool et d'acétone. Les pores de la paroi des Gram+ sont fermés par la
déhydratation a l'alcool. La paroi est alors imperméable et le colorant violet reste dans les
bactéries. La membrane des Gram- est dissoute par le mélange alcool-acétone. La paroi
plus mince et de composition différente laisse alors sortir la coloration violette.

» Rincer a I'H20.

» Contre-colorer en déposant la solution de safranine (rose) pendant 1 minute. Ce colorant
permet de visualiser les bactéries Gram- décolorées a I'étape précédente. Cette coloration
moins forte que le violet n'affecte pas la couleur des Gram+.

» Rincer a I'H20.

»  Laisser sécher a l'air.

» Observez les résultats de la procédure de coloration sous immersion dans I'huile. Examiner

au microscope, objectif x100.



