République Algérienne Démocratique et populaire
Université Abdelhamid Ibn Badis - Gl ) daall ae daals

Mostaganem PUIE LAY

Faculté des sciences ([&? 3ladl g dayhal) & gle 43S

. UNIVERSITE
de Ia Nature et de Vle Abdelhamid 1bn Badis

DEPARTEMENT DES SCIENCES AGRONOM IQUES
MEMOIRE DE FIN D°’ETUDES

Présente par :
M™ BOUKBIR Nouara et M®® BOUCHELIL Rachida

Pour I’obtention de diplome de
MASTER EN SCIENCES AGRONOMIQUES

Spécialité : Biotechnologie alimentaire

THEME

Contribution a I’étude de ’effet antibactérien
de I’extrait hydrométhanolique de Rosmarinus officinalis L (Romarin)
sur la qualité microbiologique de la viande ovine
issues des paturages steppiques au cours de la conservation a 4°C.

Soutenue le : 14-07- 2019

DEVANT LEJURY

Président M. BEKADA A Professeur Univ. Tissemsilt
Encadreur M. AIT SAADA D. MCA Univ. Mosataganem
Examinateur M™ AIT CHABANE O. MCB Univ. Mosataganem

Invité M BABADJI K. Doctorante Univ. Mosataganem

Théme réalisé au laboratoire de Technologie Alimentaire et Nutrition Université de

Mostaganem.

Année universitaire 2018/2019




Remerciements

Avant tout on tient a remercier le bon dieu le tout puissant et le tout miséricordieux
qui nous a donné la patience, la volonté et le courage pour mener a bien ce travail.

On tient particuliérement a exprimer notre profonde gratitude a notre encadreur

. X i ¢ a ’université u
. @u Saada?D, maitre de conférences classe A A ’université de Mostaganem pour ces

orientations, ses remarques et sa compréhension tout au long de I’élaboration de ce
mémoire.

Nous tenons a présenter nos sincéres remerciements a ’ensemble des membres de

jury (O @t Chaabane. ©, M. Pekkada. @) de ’honneur qu’ils nous ont fait part en

acceptant de juger ce modeste travail.

On tient également a remercier la doctorante Babadji Khadidja pour sa
disponibilité et ses orientations avisées tout le long de I’étude théorique, pratique et lors
de la rédaction du manuscrit.

On tient, aussi, a présenter nos plus vifs remerciements a tout le personnel et
collegues exercant aux laboratoires de recherche sise au site 2 deEX I’INES faculté de
mat informatiques chacun et chacune de par son nom dont : ™" Amina , M™ Djahira ,
Khadidja, M™ Nassima ,M. Bouchama et Nabil .

Nos remerciements s’adressent aussi au personnel relevant du laboratoire de
recherche en Technologie Alimentaire et Nutrition en ’occurrence Mme Fatima pour sa
disponibilité at sa gentillesse ainsi que le personnel exercant aux laboratoires de ’ITA
(sitel) dont M. Benbouziane et M™ Hafida. Enfin, un grand merci est dérigé au
personnel exercant a laboratoire de I’hdpital de Achaacha -Mostaganem (M Baali ; M™

Naima, M™ mimouna, le doctorant karim et notre collégue Soumia) pour leurs aides

inestimables et fructueux.



Résumé :

L’étude vise a suivre ’effet d’ajout de ’extrait hydrométhanolique de Rosmarinus officinalis
(Romarin) comme additif naturel, sur les variations de la qualité de la viande ovine de gigot de race
Ouled Dijellal issue des paturages steppique au cours de la conservation au froid positive de 4°C . Les
échantillons de la viande en 3 répétitions de 200 grammes de morceaux de gigot ont été traités a 0, 20,
40, 60, 80 et 100% d’extrait de la plante respectivement. Un dénombrement des germes (flore totale
aérobie mésophile, Staphylococcus aureus ; flore psychrotrophe et Pseudomonas aéroginosa et les
coliformes fécaux) a été effectué périodiquement au (1%, 3, 5, et 7 éme jour) successivement sur les
¢chantillons de viande conservés au froid. Les résultats expérimentaux ont subi une analyse de

variance monofactorielle et une comparaison des moyennes.

Durant toute la période de conservation, par comparaison au témoin contréle sans additif, la viande
traitée a D’extrait pur hydrométhanolique de Romarin riche en composés phénoliques a connu des
baisses appréciables (p<0.01) en nombre des principaux germes testés ; estimées a 93% pour la flore
totale aérobie mésophile, & 98% , pour les coliformes fécaux , a 99.01% chez Staphylococcus aureus ,
a 94% chez les germes psychrotrophes et a 92% chez Pseudomonas aéroginosa . L’extrait pur
apporté comme additif naturel a maintenu intact la qualité de la viande au plan microbiologique durant

7 jours de stockage au froid.

Mots clés : Extrait, hydrométhanolique, Rosmarinus officinalis L, germes, altération, froid,

viande, ovine.
Abstrat :

The aim of the study is to monitor the effect of adding the hydromethanic extract of Rosmarinus
officinalis (Rosemary) as a natural additive, on the variations in the quality of the Ouled Djellal leg of
lamb mutton obtained from steppe pasture during positive cold storage of 40C. The meat samples in 3
repetitions of 200 grams of leg of hen were processed at 0, 20, 40, 60, 80 and 100% of plant extract
respectively. A count of germs (total aecrobic mesophilic flora, Staphylococcus aureus, psychrotrophic
flora and Pseudomonas aeroginosa and faecal coliforms) was carried out periodically at (1, 3, 5, and 7
th day) successively on the coldpreserved meat samples. . The experimental results were subjected to a
single-factor analysis of variance and a comparison of means. During the whole storage period,
compared to the control (control without additive), the meat treated with the pure hydromethanic
extract of Rosemary rich in phenolic compounds experienced significant declines (p<0.01) in number
of the main germs tested; 93% for total aerobic mesophilic flora, 98% for faecal coliforms, 99.01% for
Staphylococcus aureus, 94% for psychrotrophic germs and 92% for Pseudomonas aeroginosa. The
pure extract as a natural additive maintained intact the quality of the meat microbiologically during 7

days of cold storage.

Key words: Extract, hydromethanol, Rosmarinus officinalis L, germs, weathering, cold, meat,

sheep .
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Introduction générale:

Le romarin est une herbe médicinale bien connue et largement utilisée dans les produits
pharmaceutiques et en médecine traditionnelle. La plante contient une trés large gamme de
composés bioactifs ayant diverses activités biologiques tels que, les polyphénols et les huiles
essentielles, qui sont responsables de 1’odeur et la saveur caractéristique des Lamiacées
(Hammoudi, 2015; Bendif, 2017).

Elle est trés appréciée pour ses propriétés aromatiques et antioxydantes en raison de sa
richesse en certains composés phénoliques (tels que le carnosol, le diterpéne phénolique et
I’acide carnosique) (Erkan et al., 2008; Kholoud et al., 2013) et a d’autres diterpénes
phénoliques (rosmanol, epirosmanol, etc.) (Edburga, 2000; Farzad, 2015) ; mais, aussi, a
ses propriété anti-inflammatoires, antimicrobiennes et anti-tumorales, liées a la présence
d'acide rosmarinique et de flavonoides, (Paul, 2001).

Parmi les composés bioactifs du romarin 1’acide carnosique a montré une activité
intéressante contre d’ une part plusieurs germes pathogenes et d’altération a Gram+ et a
Gram- tels que Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumonia, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis et
Bacillus subtilius ; ainsi d’autre part,certains especes fongiques comme Candida albicans
(Yesil et al., 2007).

L’utilisation de diverses méthodes de conservation de la viande et des produits carnés dont
la salaison, la dessiccation, la suppression d’oxygene et I’addition d’additifs, ont été
appliquées depuis longtemps a ce jour pour augmenter la durée de vie des aliments.

La conservation des denrées alimentaires par I’emploi de la réfrigération connait un

important essor surtout vis-a-vis des aliments périssables dont notamment les viandes.

-



Ainsi, la majorit¢ des microorganismes tels que les Coliformes fécaux et les germes

pathogénes responsables d’intoxications alimentaires semblent incapables de croitre a des
températures inférieures a 5°C (Maas et al., 2005). Cet abaissement de la température est
aussi indispensable pour controler les propriétés organoleptiques de la viande (tendreté,
flaveur, odeur et couleur). Ce mode de conservation ne peut en général excéder que quelques
jours ; deux a trois jours pour les viandes fraiche (Montel, 1984 ; Maas et al., 2005).
C’est dans ce cadre que nous nous sommes propos¢ d’ajouter comme additif naturel 1’extrait
hydrométhanolique de Rosmarinus officinalis riche en composés phénoliques a effets
antimicrobiens avérés dans la viande ovine de race Ouled Djellal en vue de suivre sa qualité
ainsi que sa stabilité microbiologique au froid positif a 4 °C durant 7 jours de conservation.

Le manuscrit comporte 3 parties .La premicére partic a été consacrée a 1’étude
bibliographique décrivant 1’essentielles des informations sur Rosmarinus Olfficinalis L et la
qualité¢ de la viande au cours de la conservation. La seconde partie, relate 1’ensemble du
matériel et les méthodes utilisés dans 1’étude expérimentale. Enfin, une derniére partie, décrit
la discussion des résultats, ainsi que la conclusion et les perspectives recherche
développement a mener dans le future proche dans le domaine de la conservation des

viandes rouges.




Chapitre I : Rosmarinus Officinalis L (Romarin) Partie I: Etude bibliographique.

Chapitre I : Rosmarinus Officinalis L (Romarin)
Préambule :

Rosmarinus officinalis est une plante appartenant a la famille des Lamiaceae, originaire
des pays tempérés de la région méditerranéenne et communément appelés romarin (Hensel,
2008)

Au dela de son utilisation mondiale en cuisine en raison de son arOme caractéristique
agréable, cette plante est également largement utilisée pour des fins thérapeutiques depuis
I’antiquité (Gongalves et al., 2018).

Bien que la majorit¢ des recherches sur le romarin ait envisagé ses propriétés
biologiquement actives liées aux huiles essentielles, au cours de la derniére décennie,
les extraits aqueux de R. officinalis ainsi que leurs composés isolés solubles dans 1'eau ont
fait l'objet de nombreuses recherches, en plus des connaissances approfondies sur les
propriétés médicinales connues des extraits de romarin, notamment: antiprolifératif et
anticancéreux (Hale, 2003 ; Bruneton, 2009), anti-inflammatoire et analgésique
((Xanthopoulou et al., 2009 ; Sreerama et al., 2012), neurodégénératif (Boudet, 2007), anti-
infectieux et antioxydant ((Shikanga et al., 2010) d'autres activités biologiques ont été
rapportées. Un extrait soluble dans I'eau de romarin, par exemple, a montré un grand potentiel
en tant qu’agent anti-matrice métalloprotéinase-1 dans le traitement des lésions dermiques
humaines. Fibroblastes et la peau reconstruite, constituant ainsi un ingrédient prometteur
pour la prévention de 1ésions cutanées (Martin et al., 2008).

De plus, la synthése de nanoparticules d'argent a 1'aide d'extraits aqueux de romarin a été
réalisée avec succes a effet antibactérien potentiel contre les agents pathogénes humains
((Hayouni et al., 2007).

De plus, les diterpenes phénoliques et les acides phénoliques (principalement 1’acide
carnosique, le carnosol et acide rosmarinique) isolés a partir d’extrait de romarin ont présentg,
a la foisin vitroetin vivo des actions anti-obésit¢ et antidiabétiques (Khalil et al,
2013). Enfin, pourtant surtout, les extraits d’eau de romarin ont montré un effet
antihypertenseur (Park et Jhon , 2009) et hépatoprotecteurs (Khalil ez al, 2013) potentiels in
vivo . De nombreuses preuves plaident en faveur de I'utilisation d'extraits non volatils de
romarin en tant qu'agents fonctionnels, ingrédients et adjuvants dans le traitement de plusieurs
maladies chroniques. De nos jour, les extraits de romarin sont appliqués comme additifs
naturels dans les produits alimentaires pour améliorer la durée de conservation des denrées

périssables telles que le ghee et les Ilégumes ((Abu-Reidah et al., 2012).
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Basé sur ces observations 1'Union européenne a approuvé 1’extrait de R. officinalis riche en
acide rosmarinique et en bien d’autres composés bioactifs tant qu'agent naturel siir et efficace
susceptible d’étre utilis¢é comme agent de conservation des aliments (EFSA, 2008).

Les extraits riches en acide rosmarinique offrent non seulement des avantages prouvés
pour la santé, tels que des anti-inflammatoires, effets antioxydants et hépato protecteurs
(Hayouni et al., 2007), mais également inhiber 'oxydation dans les systémes alimentaires

sans compromettre leur sensibilité sensorielle.

1. Caractéristiques botaniques :

Les feuilles de Rosmarinus officinalis sont étroitement lancéolées linéaires, faibles et
coriaces. L’herbe peut atteindre 50-150 cm de hauteur avec des rameaux trés ramifiés
(Hofmann, 2014), les fleurs sont d’une bleue pale, maculées intérieurement de violet, sont
disposées en courtes grappes, denses s'épanouissent presque tout au long de 1'année elles sont
caractérisées par une odeur d’encens (Gonzalez et al., 2007et Bekkara et al. 2007 ; Couplan

etal., 2013).

2. Classification :
La classification de Rosmarinus officinalis est comme suit :

Regne : plantes
Embranchement: Spermaphytes
Classe: Dicotylédones
Ordre : Lamiales (labiales)
Famille :Lamiaceae
Genre : Romarinus

Espece: Romarinus officinalis L (Wojdylo et al., 2007).

g

Source : academiedugout.fr/ingredients/romarin_711

Figure 1. Vue d’ensemble de Rosmarinus officinalis L(Romarin)
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3. Utilisation :

Les extraits de la plante sont utilisés dans les secteurs alimentaire, cosmétique et
pharmaceutique, par exemple, comme antioxydants naturels, plantes médicinales et phyto-
ingrédients actifs.

Son utilisation potentielle et surtout valorisée comme additif alimentaire ou soit comme
conservateur et / ou comme ingrédient fonctionnel (Shrestha et al, 2016). En plus, il est
utilisé comme aromate, condiment (Zermane et al., 2016; Bendif, 2017).

Dans la médecine traditionnelle ses parties aériennes sont utilisées par voie orale pour
soulager la colique rénale, les dysménorrhées et comme antispasmodique. En pédologie il est
considéré utile pour controler I'érosion du sol (Heinrich et al., 2006).

L'huile du romain a été largement répandue pendant des siécles, comme un des ingrédients
utilisé en produits de beauté comme (savons), aussi bien pour l'assaisonnement et la
conservation des produits alimentaires (Arnold et al., 1997).

(Falleh et al., 2011) ont confirmé par ailleurs l'efficacité de 1’extrait hydrométhanolique
contre 'hépatotoxicité en raison de sa forte activité antioxydante.

De par le monde la plante est utilisée comme un produit culinaire épice pour modifier ou
améliorer le golit des aliments, comme plante décorative dans les jardins, ainsi que dans la
médecine traditionnelle.

Au cours des dernicres années, le romarin a fait I’objet de nombreuses études étant riche en
composés bioactifs naturels ayant des Nertus potentiel dont [’activité antioxydante et anti-
inflammatoire puissante, de ses propriétés antibactériennes et antimutagenes et activité
chimio-préventif (De Majia et al., 2010).

Les diterpenes, tels que le rosmanol, I’épirosmanol et le méthylepirosmanol, sont présents
en plus de petites quantités et contribuant a l'activité antioxydante des extraits de romarin.
(Erkan et al ., 2008).

Le Romarin est également une bonne source de vitamine E antioxydant (alpha tocophérol)
(Tavaafi et al., 2011). 11 a été démontré que les vitamines E avaient des effets bénéfiques
chez les personnes diabétiques grace a ses propriétés antioxydantes, qui lui permettent de
réduire les dommages de la membrane cellulaire tout en améliorant le métabolisme du
glucose, l'efficacité de l'insuline et l'attachement de glucose aux protéines (Balasundram et

al., 2006; Souza et al.., 2012).
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4. Composés phénoliques :

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires (Balasundram et al., 2006),
ils sont synthétisés par les plantes durant la croissance et pour répondre a différentes
situations (stress, UV, radiation...) (Hurtado-Fernandez et al., 2010). Ils sont localisés au
niveau des tissus des plantes (Li ef al., 2011).

Les composés phénoliques peuvent étre classés en se basant sur :

e Le nombre de carbones.

e La structure de base du phénol (Hurtado-Fernandez et al., 2010).
4.1 Phénols simples :
4.1.1 Acides hydroxybenzoiques : sont des dérivés de I'acide benzoique, ont une structure
générale de base de type (C6-Cl), existent souvent sous forme d'esters ou de glycosides. Les
acides hydroxybenzoiques les plus abondants sont: [’acide benzoique, 1’ acide
hydroxybenzoique, 1’acide protocatechique, 1’acide wvanillique 1’acide gallique, 1’acide
syringique, |’ acide salicylique et I’ acide gentisique (Urquiaga et Leighton , 2000)
4.1.2 Acides hydroxycinnamiques :

Dérivés de l'acide cinnamique, ont une structure générale de base de type (C6-C3)
Existent souvent sous forme combinée avec des molécules organiques, les degrés
d'hydroxylation et de méthylation du cycle benzénique, conduisent a une réactivité chimique
importante de ces molécules,

Les principaux acides hydroxycinnamiques sont I’acide cinnamique, I’acide p-coumarique,
I’acide caféique, I’acide férulique et I’acide sinapique (Hoffmann et al., 2004) .
4.1.3 Coumarines :

Se dérivent des acides hydroxycinnamiques par cyclisation interne de la chaine latérale Les
coumarines ont fréquemment un réle écologique ou biologique parmi ces acides phénoliques
umbelliférol et daphnétol. (Macheix ez al., 2005)

L’acide rosmarinique est le principal composant de Romarin, suivi de 1'acide yunnanique
F, de la lutéoléine- O —glucuronide de 1'acide sagerinique Acetylluetolin- O — glucuronide de
I’acide salvianolique de le Quercitrine-acétylrutinoside , I’isomere de 1'acide sagerinique , de
I’acétylhexoside d'acide caféique et de I’hexoside d'acide caféique , I'utilisation de méthanol
comme solvant d’extraction a montré la grande richesse des extraits de Romarin en acide
caféique acide férulique , lutéoléine et apigénine (Wojdylo et al., 2007) .

4.2 Les polyphénols :

sont les tanins et les flavonoides (Hurtado-fernandez et al., 2010)

.
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4.3 Diterpénes :

Actuellement douze diterpénes sont isolés et identifiés dans le romarin

Culvier et al., 1996), ils sont responsables a 1’activité antioxydante de la plante tel que:
I’acide carnosique, le carnosol, le rosmanol, I’épirosmanol, le méthylepirosmanol, etc. (Karin

and Waldemer, 1992 ; Paris et al., 1993 )
5. Effet antimicrobien :

Les produits végétaux naturels peuvent également agir contre les bactéries pathogenes chez
I'homme dont, Staphylococcus auréus, Staphylococcus épidermidis, Pseudomonas
aeruginosa et d’autres souches souvent associés a un grand nombre de pathologies humaines.
S. aureus est un agent pathogéne humain majeur capable de causer des Iésions et infections
cutanées persistantes et infections cutanées. Ils sont considérés comme des microorganismes
opportunistes responsables de pathologies cardiovasculaires (Sahal, 2014) et d'infections
nosocomiales. P. aeruginosa est un agent pathogene c'est acquis a I'hdpital. Il reste dans le
mucus et se développe sous conditions anaérobies et qui peut provoquer une bronchiolite et
une pneumonie (Williams et al., 2010 ) .

(Corréa et al., 2018) ont évalué les effets antimicrobiens de romarin (des compositions
phénoliques distinctes) contre les coliformes thermotolérants, E. coli, Pseudomonas
aeruginosa et Staphylococcus auréus.

Des ¢études effectuées par (Rodriguez vaquero ef al ., 2006) ont montré I’effet bactéricide
de I’acide hydrocynamique sur Listeria monocytogenes comparée aux autres composés
phénoliques et peut ainsi facilement traverser la membrane cellulaire de la bactérie et se lier
aux constituants cellulaires perturbant ainsi le métabolisme bactérien.

D’autres ¢tudes sur Escherichia coli et Salmonella enterica ont montré¢ que [’acide
coumarique, I’acide cinnamique, 1’acide caf€ique, et 1’acide ferulique provoquaient une
inhibition a une concentration élevée (10mg/ml).

Le phénol fut le premier antiseptique et désinfectant largement utilisé pour réduire le
risque d’infections durant les interventions chirurgicales .1l agit par dénaturation des protéines
et altération des membranes cellulaires des bactéries (Prescott et al., 2003).

Les flavonoides peuvent affecter la croissance et le métabolisme bactérien par inhibition de
la synthése de 1’acide nucléique, inhibition des fonctions liées aux membranes cytoplasmiques

et du métabolisme énergétique.
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Chapitre II : Viande ovine
1. Généralités sur la viande :

L’¢levage ovin occupe une grande place dans I’économie nationale. Il représente une
réalité zootechnique et commerciale. Ils représentent un pourcentage de 83% par rapport aux
autres especes. (Ghalmi et al., 2013, Tennah et al ., 2014)

La conduite de 1’¢levage ovin reste toujours pratiquée d’une maniere extensive et les parcours
steppiques restent la principale source alimentaire pour les troupeaux (Hadbaoui et
Senoussi, 2014).

La zone steppique occupe en Algérie une position centrale et une superficie globale de 20
millions d’hectares, elle constitue une zone agro-écologique particuliere et joue un role
¢économique important avec sa vocation d’élevage ovin. (Yahiaoui et Abdelmadjid, 2014).
Les troupeaux ovins sont répartis dans la partie nord du pays, avec toutefois une plus forte
concentration dans la steppe et les hautes plaines semi arides céréalicres (80% de 1’effectif
total); il existe aussi des populations au Sahara, exploitant les ressources des oasis et des
parcours désertiques (Tableaul) (Feliachi, 2003).

Tableaul. Répartition du cheptel ovin algérien.

Aire de répartition Effectif Pourcentage %
Steppe et hautes plaines Est 11 340 000 63

Centre Est (Steppe et hautes plaines) 1 998 000 11.1

Ouest de Saida et limites zones Sud 55 800 0.31

Massifs montagneux du Nord 4500 000 25

Erg oriental sur les frontieres tunisiennes 48 600 0.27

Oasis du Sud Ouest 34 200 0.19

Le grand Sahara Algérienne 23400 0.13

(Feliachi, 2003)

2. Races ovines algériennes:

Le cheptel national est constitué de races autochtones ayant en commun la qualité
essentielle d’une excellente résistance et adaptation aux conditions difficiles de milieu. Ce

cheptel ovin Algérien est dominé par trois principales races : La race arabe blanche dite Ouled

)
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Djellal, la race Rembi et la race Hamra de Béni Ighil. Ainsi que des races dites secondaires,

regroupant la race berbére, D'man, Barbarine et la race Sidaou- Targuia (Chellig, 1992).

3. La production de la viande en Algérie :

La filiere des viandes rouges en Algérie, reposent globalement sur les €élevages bovins et
ovins ainsi que, marginalement, sur des élevages camelins et caprins mais ne couvre pas les
besoins de la population en viande (Sadoud, 2010 ; Gredaal, 2004).

La production de viande rouge ovine en 2014 est estimée de 290.000 tonnes. Avec 61% de
la production national.

Tableau2 . Evolution de la production des viandes rouges en Algérie.

Année 2000 2008 2011 2012 2013 2014
Viandes
298 340 419 439 467 486
(103tonne)
Bovins 100 130 125 136 139 147
Ovins 167 172 253 261 278 290
Caprins 25 25 / / / /
Source : MADRP 2014
4. Consommation des viandes rouges en Algérie :
Le niveau de consommation des viandes rouges se situerait actuellement a

14kg/habitant/an, un niveau relativement faible comparativement aux pays industrialisés. En
termes d’habitudes alimentaires, le marché Algérien est de prime abord un marché de
consommation de viandes fraiches ovines et bovines ; les viandes camelines et caprines sont
marginalement consommées. Cette viande n’étant consommée que dans le Sud du pays

(Ceneap, 2010).

5. Structure et composition de la viande :
5.1 Structure de la viande :

La connaissance de la structure et de la biochimie du muscle est indispensable pour
comprendre les processus qui suivent 1’abattage afin d’utiliser au mieux la viande (Craplet,
1966). En effet le muscle est composé d’un ensemble hétérogéne de fibres musculaires
groupées en faisceaux. Ces derniers sont s€parés les uns et les autres par une trame de tissu
conjonctif. Les fibres musculaires permettent de distinguer les muscles blancs des muscles

rouges. Les muscles rouges ont une couleur plus intense, un pH et un pouvoir de rétention

)
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d’eau plus élevés. La trame de tissu conjonctif qui représente I’armature interne des muscles
joue un réle trés important dans la détermination des qualités organoleptiques de la viande
notamment dans la tendreté. (Buscailhon et Monin, 1994).

La forme spécialisée du tissu conjonctif apparaissant tardivement dans le développement
de I’organisme, lorsque les nutriments exceédent les besoins, donne le tissu gras. Ce dernier

peut constituer jusqu’a 90% du poids du tissu conjonctif (Figure2).

Fibre
musculairg

Tissu conponctf [collagene]

Figure2. Structure du muscle
5.2 Composition de la viande :

La composition du muscle est variable entre les animaux et chez un méme animal d'un
muscle a l'autre. Mais il y a une composition moyenne qui est retenue indiquée (Coibion,
2008).

Une carcasse de 100 kg, contient en moyenne, 77 kg de viande, 5 kg de graisse et 16 kg
d’os. Elle est composée de 76, 2 % d’eau, 22 % de protéines, 1 % de graisse et 0, 9 % de
matiere minérale (Chiabou, 2005).

Parmi, les matiéres minérales on trouve du potassium (350 mg/100g), du phosphore (190
mg/100g), du calcium (5mg/100g), du magnésium (20mg/100g) et du sodium (75mg/100g).
Ces valeurs sont proches des résultats retrouvés (Moussaoui et al., 2002).

L’eau qui compose plus de 75% du muscle est répartie en eau intracellulaire et en eau
extracellulaire. L’activité de I’eau (Aw) est déterminée par I’eau extracellulaire qui s’écoule
plus librement que 1’eau intracellulaire.

Les protéines qui forment plus de 15% du muscle, sont constituées par les protéases, la
myoglobine et le collagene. Selon Beatty et al, cités par (Monin et Touraille, 1983), le
muscle rouge contient 0,9% de collagéne. Quantité de lipides forme 10% du muscle et jouent

un role important dans les qualités organoleptiques des viandes. Ainsi donc des criteres de
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composition des viandes hachées fixant la teneur en maticres grasses et le rapport collagéne
sur protéine de viande ont été¢ déterminés par les normes frangaises.

Tableau 3 : Composition biochimique moyenne de la viande ovine.

Composants Moyennes
Eau 75%
Protéines 15,5%
Lipides 03%
Substances azoté non protéiques 1,5%
Glucides et catabolites 01%
Composés minéraux 01%

(Coibion, 2008)
6. Qualités de la viande :
6.1 Définition de la qualité :

La qualité selon la norme ISO 8402 est définie comme l'ensemble des propriétés d'un
service ou d'un produit qui lui confeérent 1’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 certains nombre de caractéristiques, la qualité est
définie comme "l'ensemble" des propriétés d'un service ou d'un produit qui lui conférent
I’aptitude a satisfaire des besoins exprimés ou implicites. Pour la viande, sa qualité peut étre
définie par un certain nombre de caractéristiques (Coibion, 2008).

6.2 Qualités organoleptiques de la viande :

Les qualités organoleptiques des viandes regroupent les propriétés sensorielles a ’origine
des sensations de plaisir associées a leur consommation (Clinquart et al, 2000; Cartier
&Moévi, 2007). La qualité sensorielle de la viande est déterminée par sa couleur, sa flaveur,
sa jutosité et sa tendreté¢ (Clinquart et al., 2000; Cartier &Moévi , 2007). Ces qualités
dépendent de la composition et des propriétés structurales du muscle, notamment de ses
composantes majeures telles que les fibres musculaires, la trame conjonctive et les lipides

intramusculaires (Lebret et al ., 1999, Geay et al., 2002, Listrat et al .,2015)
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6.2.1 Couleur :

La couleur est la premiére caractéristique percue par le consommateur. Elle dépend de la
fraicheur de ’aliment. Le principal pigment responsable de la couleur de la viande est la
myoglobine qui est une chromoprotéine. Au contact de I’air, la myoglobine se combine avec
I’oxygeéne formant ainsi 1'oxymyoglobine de couleur rouge vif, couleur de viande synonyme
de la fraicheur recherchée par le consommateur (Renerre, 1997 ; Coibion, 2008)

La myoglobine est une molécule qui stocke et échange 1'oxygeéne. Elle existe sous trois
formes qui déterminent la couleur de la viande, variant selon la nature de la myoglobine
(oxydée ou réduite) et la quantité de cette myoglobine dans le muscle ( Chinzi, 1989). La
couleur est aussi affectée par 1’évolution du pH. Un pH bas provoque une décoloration de la
viande, un pH ¢élevé donne aux viandes une couleur sombre ( Fraysse et Darre , 1989).

6.2.2 Flaveur :

C’est I’ensemble des perceptions olfactives et gustatives liées a la consommation d’un
aliment. Elle est donnée par plus de 650 composés chimiques (Henry, 1992).

En effet, la viande crue n'a qu'une flaveur peu prononcée liée a la présence de sels
minéraux et de substances précurseurs de flaveurs. C’est la fraction lipidique de la viande
dont les composés sont classés en 2 catégories qui est responsable de la flaveur. -Les
composés volatiles (ardme et odeur) sont des composés soufrés, alcools, est Fers,
hydrocarbures aliphatiques, etc.... -Les composés non volatiles (goiit) comprennent les
nucléotides, certains acides aminés, la créatinine. Ces précurseurs sont ¢laborés au cours de la
maturation de la viande (Coibion, 2008).

La flaveur est influencée par divers facteurs: I’espece, la race, 1’age, le sexe, le mode
d’¢élevage et I’évolution post mortem (Rosset et Linger, 1978).

6.2.3 Jutosité :

La jutosité ou succulence d’une viande est une qualité organoleptique pergue au cours de
la mastication ; elle est fonction du persillé ou marbre, c'est-a-dire de la présence de graisse
interstitielle, visible ¢également sur les découpes des muscles. Une viande dépourvue de
persillé est moins succulente (Henry, 1992).
6.2.4Tendreté :

La tendreté est la facilité avec la quelle la viande est coupée et broyée au cours de la
mastication (Virling, 2003).

Elle joue un rdle important dans I’acceptabilité de la viande par le consommateur (Rosset,
1982). Souvent représente un critére de qualité, mais elle peut varier beaucoup d’un morceau

a ’autre et dépend essentiellement :
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*du collagéne du tissu conjonctif.

* des protéines myofibrillaires des fibres musculaires.

La durée de conservation pour I’obtention d’une tendreté optimale est fonction de la
température de stockage. Elle est de 8 jours a 6° C, de 14 jours a 2° C et de 16 jours a 0° C
(Coibion, 2008).

La tendreté évolue au cours de la transformation du muscle en viande. Les cellules
musculaires cherchent a maintenir leur homéostasie par 1’hydrolyse des molécules d’ATP.
Cette hydrolyse libére des protons hydrogene provoquant une acidification des cellules
jusqu'a un pH de 5.4 a 5.7 et par le métabolisme du glycogéne provoque une production
d'acide lactique. Ce dernier libére un proton hydrogeéne pour se transformer en lactate suite a
la fixation d’ion de sodium ce qui collabore aussi a l'acidification du milieu cellulaire

(Guillem et al ., 2009).

R 2ires Adipocytes Trame
g v S i Sl intramusculaires conjonctive
- - DIOY e -
Pigments ] Hatuf'ationl ILipideSl i Eaul

Couleur Jutosité Tendreté Flaveur

S— —

e ——

Qualités sensorielles de la viande

Figure 3. Relation entre la structure et le métabolisme du muscle, ses caractéristiques
biochimiques et es qualités sensorielles de la viande (Geay et al.. 2002)

6.3 Qualité nutritionnelle :

La premicre fonction d'un aliment est de couvrir les besoins physiologiques d'un individu
(Protéines, glucides, lipides, oligo-¢éléments...) (Touraille, 1994).

La viande est un élément qui apporte de nombreux nutriments indispensables a une
alimentation équilibrée. Cette caractéristique est prouvée scientifiquement pour la viande et
s'appuie sur les données relatives a sa composition. C'est une source de protéines d'excellentes
qualités car ces protéines contiennent 40 % d'acides aminés essentiels. Cet aliment apporte
également des minéraux tels que le fer, en particulier, dans les viandes rouges et le zinc et
aussi des vitamines du groupe B. La viande peut étre une source d'acides gras poly insaturés a

chaine longue. (C18:2 et C18:3) (Chougui, 2015).
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6.4 Qualité hygiénique :

La qualité hygiénique de la viande constitue I'exigence élémentaire du consommateur. Elle
peut étre altérée par la prolifération de microorganismes néfastes, de parasites et/ou la
présence de composés toxiques. La viande peut étre contaminée par des microorganismes a
différentes étapes de la chaine de transformation. Le contrdle des proliférations microbiennes
dépend avant tout du respect de la chaine du froid (Coibion, 2008).

6.5 Qualité technologique :

La qualit¢ technologique de la viande correspond a ses aptitudes a subir une
transformation. La qualité de la mati¢re premiere doit étre définie par rapport a l'utilisation
envisagée. Le pouvoir de rétention en eau de la viande fraiche est la capacité des 20 % de
protéines musculaires a retenir les 75 % d'eau présents ; c’est une caractéristique essentielle
pour la fabrication de viande cuite. Il est fortement influencé par la vitesse de chute du pH
post mortem ; une chute trop rapide du pH combinée a une température élevée provoque la
dénaturation des protéines, conduisant a une réduction du pouvoir de rétention. Cela, entraine
une diminution du rendement de fabrication de viande cuite (Chougui, 2015)

7. Facteurs d’altération des viandes :

Les bactéries ne peuvent provoquer la détérioration des produits que si elles se développent
aprés la contamination. Les facteurs ci-dessous jouent un role dans le développement des
bactéries et la rapidité de la détérioration
7.1 Blessures :

La peau du poisson et de la viande forme une protection naturelle contre la croissance
bactérienne dans la chair. Les blessures de la peau permettent aux matieres nutritives de
s’échapper et aux bactéries d’entrer dans la chair et de s’y développer (Bigitte et al., 2005).
7.2 Teneur en eau :

Le poisson contient en moyenne 70% d’eau, La viande de beeuf, en moyenne 65% et la
viande de porc, 60%. Ces hautes teneurs en eau favorisent la croissance bactérienne. Si
I’environnement est chaud, la viande froide se recouvre d’une fine couche de condensation
qui constitue un milieu favorable pour les bactéries et les moisissures (Bigitte et al., 2005).
7.3 Teneur en oxygéne :

Les micro-organismes strictement aérobies ont besoin d’oxygéne pour se développer, alors
que les micro-organismes strictement anaérobies peuvent se développer dans un
environnement sans oxygene. La viande hachée, par exemple, s’altére rapidement, car elle

laisse entrer beaucoup (Bigitte et al., 2005).

=
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7.4 Degré d’acidité :

Le degré d’acidité d’un produit est exprimé par le pH. Les bactéries se développent le
mieux par un pH de 6,5-7,5. Le poisson et la viande ont un pH neutre (7) et, par conséquent,
sont des denrées trés périssables. A la fermentation du poisson, on tient le pH bas pour que
seuls les microorganismes désirés agissent sur le produit, et non les bactéries responsables de
I’altération (Bigitte et al., 2005).

7.5 Composition chimique spécifique :

Pour se développer, les bactéries ont besoin d’énergie et d’azote, ainsi que des minéraux et
des vitamines. Dans la viande, les bactéries utilisent comme sources d’énergie d’abord le
sucre, puis le lactate, en suite les acides aminés libres et enfin la protéine. Comme source
d’azote, elles utilisent le nitrate, I’ammoniac, les peptides, les acides aminés ou les produits de
la décomposition (Bigitte et al., 2005).

7.6 Température :

La température idéale pour le développement des micro-organismes se situe entre 7 et
55°C (45-131°F). Les températures limites pour leur développement sont -10° C et 70° C
(14158°F), mais celles pour leur survie sont beaucoup plus larges. La congélation inactive les
microorganismes et le chauffage prolongé les détruit. Des températures supérieures a 80 C°
(176°F) les détruisent généralement. Les spores résistent souvent a des températures
supérieures a 100° C (212°F). Outre ces conditions de développement des micro-organismes,
le temps écoulé entre la contamination du produit et son traitement ou sa consommation joue
un role important (Bigitte et al., 2005).

8. Signes d’altération de la viande :

Aux températures de réfrigération, les germes psychrotrophe sont a 1’origine de la
putréfaction des viandes. Car elle est soumise a 1’action de ses propres enzymes et celle des
microorganismes (Pierre, 1998).

Ces altération se manifestent par différents aspects tel que :
8.1. Viscosité:

La viscosité est due aux bactéries du genre: Pseudomonas, Streptococcus, Leuconostoc,
Bacillus, Micrococcus, Lactobacillus et quelques fois a des levures et des moisissures. Les
viandes pieces et hachées sont plus sensibles a la putréfaction que les carcasses.

Pour limiter le développement et l'action des bactéries aérobies responsables des
phénomenes d'altération et de putréfaction le conditionnement des produits sous vide ou sous
atmosphere modifiée est largement utilisé avec le strict respect de la chaine du froid. Ces

modes de conditionnement, en créant un milieu défavorable a la prolifération des bactéries
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responsables de la putréfaction, permettent de commercialiser la viande a 1'état frais pendant
quelques jours (Pierre, 1998).
8.2 Modifications de la couleur :

Les modifications de la couleur peuvent se manifester par une décoloration de la viande,
sous 1’action de Lactobacillus, Leuconostoc et des levures ou une pigmentation provoquée par
des bactéries telles que Pseudomonas, Chromobacterium, Bacillus, Flavobacterium,
Micrococcus ou des levures (Rhodotorula) et des moisissures (Cladosporium herbarum,
Penicillium) . Les modifications de couleur sont le résultat de divers phénomenes, soit a la
suite de synthése d’un ou plusieurs pigments ou la transformation d’un pigment Endogéne a
I’aliment. (La myoglobine) (Pierre, 1998).

8.3 Modifications organoleptiques :

Les modifications organoleptiques se manifestent par le rancissement des graisses oxydées
dues a leur exposition a l'air (oxygéne) en donnant un gott et une odeur de rance et en libérant
des composés responsables d’aspect (couleur), de texture et de flaveur (odeur et gott a la fois)
souvent indésirables sous I’action des microorganismes tel que: Pseudomonas, Acinetobacter,
Alcaligenes, Aspergillus, Rhizopus, Flavobacterium, Clostridium (Pierre, 1998).

9. Méthodes de conservation de la viande :
9.1 Conservation et Transport des carcasses :

La viande doit étre conservée au froid moins de jours aprés I’abattage si elle n‘est pas mise
immédiatement en vente ; il faut que la surface du local soit propre, bien éclairée et bien
ventilée. Le véhicule qui sert au transport de la viande et des carcasses doit étre considéré
comme prolongement de I’entrepdt frigorifique (FAQO, 1994) . La durée de transport peut étre
variable si le trajet est direct de 1’abattoir au point de transformation ou de vente au détail ; les
risques sont généralement limités. Par contre, si le transport comprend des étapes avec haltes
dans un marché intermédiaire :(passage dans un marché de gros par exemple), les risques
augmentent par la multiplication des manipulations, des variations de température ambiante,
tout particulierement pendant les chargements et déchargement des véhicules (Lemaire,
1982).

9.2 Définition de la conservation :

La conservation de la viande consiste a maintenir sa qualit¢é microbiologique en
ralentissant la vitesse de prolifération des microorganismes et garder ses propriétés
organoleptiques et nutritionnelles en éliminant les mécanismes d’altération intrinséques et
extrinseques. La bonne conservation d’un aliment résulte d’une optimisation réussit entre

différents parametres tel que I'allongement de la date limite de conservation (DLC) des

&
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viandes fraiches selon des conditions de stockage et la qualité de 1’aliment (Multon ,1984 ;
Bauchart et al., 2006)

9.3 Principales techniques de conservation :

9.3.1Conservation par le froid :

Le froid n'est pas un moyen de stérilisation ou de désinfection, mais simplement un agent
inhibiteur des processus biologiques, notamment du développement des microorganismes et
de l'activit¢ des enzymes car ces deux processus sont proportionnels a la température
(Craplet, 1966) .

9.3.2 Conservation par déshydrations:

C’est la méthode la plus ancienne, ces techniques sont variées: dessiccation au soleil, au
four, a l'air chaud produit industriellement, au feu ou l'action de la fumée s'ajoute a la
déshydrations
9.3.3 Conservation par acidification lactique:

Le pH est un parametre trés important dans la conservation de la viande, car a des valeurs
données, certaines bactéries peuvent voir leur croissance trés ralentie voir méme inhibée. La
diminution du pH ralentit la multiplication d’une grande partie de la flore de contamination de
la viande (Beaubois, 2001 ; CUQ, 2007) .La conservation par I’utilisation des bactéries
(biopréservation): comme I’utilisation des bactéries lactique.

9.3.4 Conservation par combinaison des agents de salaison:

A savoir les sels de nitrate, les sucres, les ¢épices, de processus de fermentation
microbienne et la conservation par salage.

9.3.5 Conservation de la viande par réfrigération :

Consiste a entreposer les aliments & une température basse, proche du point de congélation,
mais toujours positive par rapport a celui-ci. Généralement, la température de réfrigération se
situe aux alentours de 0 a +4°C. La réfrigération permet donc la conservation des aliments
périssables a court ou moyen terme, elle doit étre faite le plus tot possible apres collecte, elle
doit s'appliquer a des aliments initialement sains et étre continue tout au long de la filiere de
distribution (CUQ, 2007).

9.4 Intérét de l'utilisation du froid :

La réfrigération, est une méthode de conservation au froid des aliments périssables,
notamment la viande, a pour effet la diminution de ’activité¢ des bactéries en retardant leur
prolifération. La majorité des microorganismes tels que les coliformes fécaux et les germes
pathogeénes responsables d’intoxications alimentaires ne sont plus capables d’activités

métaboliques a des températures inférieures a 5°C. Cet abaissement de la température est
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aussi indispensable pour controler les propriétés organoleptiques post mortem de la viande

(tendreté, flaveur et couleur). Ce mode de conservation ne peut en général excéder quelques

jours, de l'ordre de deux a trois jours pour les viandes fraiches (Maas et al., 2005).
L’utilisation du froid pour la conservation des aliments périssables est sans contest la

technique la plus répandue. Les basses températures permettent de conserver un produit

pendant un temps plus ou moins long et pouvant étre consommé avec sécurité tout en gardant

son aspect, sa couleur, ses qualités, gustatives, nutritives et hygiéniques (Craplet, 1966).

9.5 Principales techniques de réfrigération :

9.5.1 Réfrigération lente :

Elle est indispensable surtout au début de la chaine de fabrication des viandes hachées dans
les grandes chambres frigorifiques. La vapeur d'eau qui se dégage des carcasses chaudes qu'on
vient d'introduire va se condenser a la surface de ces derniéres une fois refroidies, pour cela il
faut utiliser des températures de I’ordre de 0°C pendant 48 heures pour atteindre une
température de +2°Cau coeur des carcasses ou 72 heures pour atteindre une température de
0°C au cceur des carcasses (Craplet, 1966).

9.5.2 Réfrigération rapide :

Elle a pour but de freiner la prolifération microbienne et de limiter la perte de poids par
¢vaporation. La méthode de réfrigération consiste a introduire les carcasses encore chaudes
directement dans une chambre froide, parcouru par un courant d'air. On arrive au bout de
quelques heures. (3 a 4 heures) a baisses la température superficielle de la viande vers 2°C ou
3°C (Gati, 1988).

9.5.3 Réfrigération ultra-rapide :
Un dispositif de refroidissement par radiation et convection naturelle en faisant passer les
carcasses entre des refroidisseurs a plaques cela fait passer la température ou "coeur"
de+41°C a +3°C en 18 heures avec tres faible perte par évaporation (Craplet, 1966).
9.5.4 Réfrigération complexe :

Dans la réfrigération lente, pour diminuer les pertes par évaporation, on peut augmenter le
degré d'humidité de 'air froid, et empécher le développement des microbes psychrophiles par
I'un des moyens suivants: 1'ozone, le gaz carbonique, le rayon ultra violet et 1’utilisation
d’antibiotique (Djkaoua et al., 2007) .

10. Contamination des viandes :

Les carcasses des animaux et les viandes découpées sont contaminées par les poils, les

feces des animaux ou les manipulations durant les opérations d’abattage et de traitement des

viandes. Les facteurs de contamination de la viande par les germes pathogenes et les bactéries
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saprophytes sont surtout provoqué par la mauvaise hygiéne du personnel et des manipulations,
les contaminations croisées (Heredia et al., 2001).

La microflore des viandes est composée essentiellement de germes saprophytes. La
contamination par les germes pathogenes n’apparait que rarement (Cartier, 2007).

10.1 Origine de la contamination des carcasses :

Les sources de contamination microbienne de la viande sont diverses et d’importance
inégale. Différents facteurs sont a 1’origine de cette contamination. Selon I’origine de la
contamination, les microorganismes peuvent étre endogeénes ou exogenes (Goudiaby, 2005)
Pour la contamination superficielle, les germes sont apportés soit au cours de 1’abattage
(contamination agonique) ou au cours de la préparation des carcasses (contamination post
mortem) (Rosset, 1982)
10.1.10rigine endogéne :

Les microorganismes contaminants proviennent de 1’animal a partir duquel ’aliment est
produit. Les appareils, digestif et respiratoire et le cuir des animaux sont un réservoir a
microorganismes. Ces ¢léments constituent les principales sources de contamination des
carcasses (Cartier, 2004) .
10.1.1.1 Flore du tube digestif :

La plupart des germes de contaminations d’origine endogéne sont d’origine intestinale. Ce
sont des bactéries anaérobies (Clostridium, Bactériodes), aéro-anaérobie (Entérobactéries: E.
coli, Salmonella, Shigella, Proteus...) ou des microorganismes aérophiles (Entérocoques).
Ces germes contaminent le muscle lors de 1’éviscération et de la découpe de la carcasse
(Leyral et Vierling, 1997).

Le tube digestif des animaux est aussi un réservoir de moisissures telles que : Aspergillus
sp, Penicillium sp et de levures telles que : Rhodoturulla, Candida et Saccharomyces
(Aboukheir et Kilbertus, 1974).
10.1.1.2 Flore du cuir :

Le cuir est un vecteur de la contamination pour la carcasse elle-méme, par contact ou par
I’intermédiaire du matériel de travail pour les autres carcasses et pour 1’air ambiant. Ces
derniers deviennent ainsi a leurs tours vecteurs, les cuirs sont porteurs de nombreux germes
tels : Escherichia coli et les coliformes (Aerobacter, Enterobacter, Serratia, Kllebisiella)
(Cartier P, 2007)

101.1.3 Flore des voies respiratoires :
Parmi les sources de contamination superficielle, le systéme respiratoire, (cavité

nasopharyngée) renferme essentiellement des Staphylocoques ( Morisetti, 1971).

|
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10.1.2 Origine exogéne :
10.1.2.1 Contamination a partir du personnel :

La peau, les appareils respiratoire et digestif de I’homme sont des réservoirs de
microorganismes variés. Les régions de la bouche, du nez et de la gorge contiennent des
Staphylocoques (Blood, 1969) .

Les personnes souffrant des maladies graves (tuberculose, brucellose, salmonellose...) sont
trés susceptibles de contaminer la viande et doivent étre écartées (Blood, 1969) .

10.2 Infrastructures et équipements :

Les surfaces des locaux (sols, murs, plafonds), équipements (treuil de soulévement,
Crochets, arrache cuir.) Ainsi que le matériel (couteaux, haches, bacs, seaux ...) s’ils sont mal
congus, peuvent €tre une source de contamination. Les outils et les surfaces de travail mal
nettoyées constituent une source certaine de contamination (Morisetti, 1971).

10.2.1 Milieu :
10.2.1.1 Eau :

L’eau est abondamment utilisée dans les abattoirs mais son utilisation n’est pas sans effet
néfaste car elle peut constituer une source de multiplication de germes, surtout dans les
endroits humides, non nettoyés régulicrement (Andjongo, 2006).
10.2.1.2 Lair :

L’atmosphére des abattoirs est polluée par les déplacements des animaux et du personnel.

La manutention du cuir lors de la dépouille et les visceres maintenus dans le hall d’abattage
.L’air peut se charger des microorganismes responsables d’altérations voire des maladies. En
effet, les poussicres et les particules véhiculées par I’air sont susceptibles de contaminer les
surfaces de travail ainsi que les carcasses. Elles peuvent provenir du sol, des tenues du
personnel et des murs (Andjongo, 2006).

11. Flore bactérienne de la viande :

11.1 Germes saprophytes :

Les germes saprophytes constituent I’essentiel de la microflore de contamination des
viandes et des produits a base de viande. Parmi les bactéries saprophytes isolées des viandes,
citer par ordre d’importance d’abord Pseudomonas, Acinetobacter et Micrococcus; il y a
ensuite, les Entérobactéries et Flavobacterium et enfin Bacillus, Mycobacterium,
Lactobacillus, Alcaligenes, Serratia, Streptococcus, Aeromonas, Corynebacterium,
Arthrobacter et Clostridium (Fournaud, 1982)

Parmi, les bactéries saprophytes les hygiénistes font aussi une place a Escherichia coli, aux

coliformes fécaux et entérocoques en général. Ces bactéries sont considérées comme
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provenant directement du tube digestif. Cependant E. coli demeure actuellement le seul et le
plus sir des germes tests a utiliser en hygiéne publique( Fournaud , 1982).
11.1.1 Pseudomonas :

Le genre Pseudomonas est constitu¢ de bacilles Gram négatifs, droits ou légérement
incurvés, ayant une taille de 0,5 a 1,0 um sur 1,5 a 5,0 um, aérobies, oxydase positifs, non
sporulés et généralement mobiles par un ou des flagelles polaires. Certains produisent des
pigments hydrosolubles fluorescents ou pyoverdine, de couleur jaune-vert qui a un role de
sidérophores. La plupart des especes sont psychrotrophes. Leur croissance est possible entre
4°C (voire moins) et 43°C( Labadi et al., 1996 ; Euzéby, 2007)

Les Pseudomonas sont ubiquistes appartient a la sous-classe y des protéobactéries, et
peuvent vivre dans des niches écologiques tres diverses. Peu virulentes, plusieurs souches
sont des pathogenes opportunistes pour ’homme et des agents d’altération des viandes,
poissons et produits laitiers. Les espéces les plus fréquemment rencontrées chez I’homme sont
Pseudomonas aeruginosa, P. fluorescens, P. putida et P. stutzer ( Euzéby, 2007).

Les Pseudomonas sont les principales bactéries psychrotrophe retrouvées dans les
viandes, le lait et, dans une moindre mesure, les produits végétaux. Présents dans les aliments,
la réfrigération permet leur multiplication et la production d’enzymes protéolytiques et
lipolytiques responsables d’altérations.

Leur présence au niveau des chaines d’abattage et en particulier dans les chambres froides
constitue une source permanente de contamination des viandes. Pseudomonas est
principalement utilis¢é comme indicateur d’altération des viandes fraiches et du lait
(Hebraudet al., 1996) .

11.1.2 Acinetobacter :

Sont des bacilles & Gram négatif, aérobies strictes non sporulées, parfois capsulées,
immobiles, catalase positive et oxydase négative. Cultivant facilement sur les milieux
ordinaires, elles sont présentes en grand nombre dans la flore des aliments altérés ou frais
comme les carcasses de volaille et les viandes des animaux de boucherie (Joseph Pierre
Guiraud, 2012).

11.2 Germes pathogénes :

Les germes pathogénes qui contaminent les viandes et les viandes hachées, et responsables
de toxi-infections alimentaires sont en général, Salmonella ssp, Listeria monocytogenes,
Campylobacter jejuni, Clostridium botulinum, Clostridium perfringens, Bacillus cereus,
Staphylococcus auréus, Yersinia enterocolitica, Aeromonashy drophila, Shigella et

réecemment E.coli entero hémorragique ou E. Coli O157 (Salazar et al., 2001) .
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11.2.1 Escherichia coli:

Les Escherichia coli font partie de la famille des Enterobacteriaceae. Il S’agit de courts
batonnets mobiles au moyen de flagelles péritriches, Gram Négatifs, anaérobies facultatifs,
non sporulés. IlIs sont capables de fermenter Plusieurs sucres, mais leur fermentation du
lactose avec production de gaz est caractéristique. La multiplication a 44°C, la production
d’indole et la présence d’une activité B glucuronidase sont également caractéristiques.

Les E. coli sont sérotypées en se basant sur leurs 173 antigénes somatiques (O), 56
antigenes flagellaires (H) et 80 antigénes capsulaires ( Aboukheir et Kilbertus, 1974) .
11.2.2 Staphylococcus auréus:

Appartiennent a la famille de Micrococcaceae. Ce sont des Cocci a Gram positif, non
sporulés, aéro—anaérobies facultatifs, immobiles halophiles, se divisent en plusieurs plans en
formant des amas irréguliers, coagulase, protéase et catalase positives (Bourgois et al., 1996
in Belarbi, 2015). Staphylococcus auréus est un agent pathogéne zoonotique important, qui
peut infecter les humains et les animaux. Il est largement distribué dans la nature et est
présente dans l'air, l'eau et les aliments pour animaux ; il existe aussi a la surface du corps
humain, dans la cavité nasale, sur le pelage des animaux et dans le tube digestif, entre autres
sites. S. aureus est responsable de plusieurs maladies infectieuses, notamment des infections
tissulaires et cutanées, la pneumonie, septicémie, mammite, arthrite et infections des tissus
mous (Rizzi, 2011). Bétail les produits peuvent agir comme source d'infections zoonotiques a
S. auréus, et manipuler ou consommer des aliments contaminés pourrait entrainer des
transmission a 'homme (Le Loir et Gautier , 2009).

11.2.3 Bactéries Psychrotrophes :

Les bactéries Psychrotrophes sont définies par leur aptitude a se développer 0 des
températures inférieures a +7°C, agents de toxi-infections alimentaires ou d'altération de la
qualit¢ marchande des denrées, elles constituent un facteur limitant 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
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.

Les bactéries Psychrotrophes possedent une relative capacité de résistance au «stress
froid», mettant en jeu des mécanismes dont les principaux sont la synthése d’enzymes
adaptées a fonctionner a basse température, I’adaptation de la composition des membranes en
acides gras insaturés et la synthése de protéines «de choc thermiquey. Il est possible de classer

les bactéries Psychrotrophes en deux groupes, en fonction de leurs effets : les agents de toxi
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infections alimentaires et les agents d’altérations des aliments (Gounot, 1991; Druesne,
1996) .
11.2.3.1 Les psychrotrophes, agents d’altération :

Les bactéries psychrotrophes agents d’altérations des aliments sont beaucoup plus
nombreuses et variées, mais la famille des Pseudomonadaceae est souvent la plus représentée.
Elle regroupe des bacilles a Gram négatif, droits ou incurvés, mobiles par ciliature polaire et
aérobies stricts.

Le genre Pseudomonas posseéde la meilleure capacité de développement au froid et présente
une activité significative jusqu’a une température de +2°C (Gill et Newton, 1977) .

11.2.3.2 Les psychrotrophes, agents de toxi-infection alimentaire :

En se basant sur les statistiques actuellement disponibles concernant la fréquence de la
contamination des produits alimentaires (Pierre et Veit, 1996). Et compte-tenu de I'actualité
récente (Goulet et al ., 1999) il faut retenir la place prépondérante de Listeria monocytogenes
en tant que bactérie Psychrotrophes pathogéne pour ’homme.

Les especes Yersinia enterocolitica, Bacillus ceréus et Clostridium botulinum de type E
sont impliquées de fagon beaucoup plus rare, en Europe, dans des accidents d’origine
alimentaire

Enfin, il faut noter que certaines souches de Salmonella et de Escherichia coli sont
susceptibles de se développer entre +5°C et +7°C, mais que ces souches restent atypiques de
sorte que ces micro-organismes ne sont pas considérés parmi les Psychrotrophes (Catteau,
1999).
11.2.3.3 Influence des bactéries psychrotrophes sur la viande réfrigérée :

De nombreux types d’altérations des denrées dues a 1’action de bactéries Psychrotrophes
ont été décrits. Ils sont le résultat de I’activité d’enzymes microbiennes exo cellulaires et
affectent, selon les cas, la consistance, la couleur, I’aspect, 1’odeur et la saveur du produit.
La protéolyse conduit a la formation d’acides aminés libres puis de produits de leur
décarboxylation ou de leur désamination. Les amines volatiles et ’ammoniac formés sont a
I’origine d’odeurs et de saveurs désagréables et exceptionnellement d’une toxicité de
l'aliment. Ce type de métabolisme est rencontré en particulier chez les bactéries des genres
Pseudomonas, Shewanella, Alcaligenes, Acinetobacter et Flavobacterium, mais aussi chez les

Lactobacillus , Micrococcus. (Druesne, 1996).
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1. Objectifs

L’utilisation du froid est sans conteste la technique la plus répandue pour conserver les
aliments périssables. La réfrigération a des températures inférieures a 5°C, de certains
aliments fragiles dont la viande, notamment, a pour effet la diminution de [’activité
métabolique de la majorité des microorganismes tels que les Coliformes fécaux et les germes
pathogeénes responsables d’intoxications alimentaires en retardant leur prolifération. Cet
abaissement de la température est aussi indispensable pour controler les propriétés
organoleptiques post mortem de la viande (tendreté, flaveur et couleur). Les basses
températures permettent ainsi de conserver un produit pendant un temps plus ou moins long
durant lequel il peut étre consommé avec sécurité tout en préservant ses qualités
nutritionnelles, diététiques, organoleptiques et hygiéniques. Toutefois, ce mode de
conservation ne peut en général excéder deux voir trois jours pour les viandes fraiches
(Craplet, 1966; Collin, 1972 ; Montel, 1984; Maas et al., 2005 ).

Il est aussi bien établi que les extraits des plantes médicinales riches en principaux
composés bioactifs exercent des effets antimicrobiens avérés contre de nombreux germes
pathogeénes, banaux, et responsables d’intoxications ainsi que d’altérations alimentaires. Ces
activités sont liées essentiellement a la composition chimique, aux groupes fonctionnels des
composés majoritaires de ces extraits et a leurs effets synergiques.

Ces effets antibactériens nous ont conduits a poser 1’hypothése suivante :

« Est ce que l'utilisation des extraits de certaines plantes médicinales comme additifs naturels
sur la viande fraiche peut avoir un effet sur la croissance des germes d’altérations et
responsables de toxi-infections alimentaires » ?

Pour cela, nous nous somme proposé d’essayer de connaitre les effets antimicrobiens des
extraits bioactifs de la plante médicinale autochtone a savoir Rosmarinus officinalis
L(Romarin) vis-a-vis des germes responsables de toxi-infections alimentaires et d’altération
de la viande fraiche ovine en vue d’améliorer sa qualité et sa durée de conservation au cours
d’un entreposage au froid positif de 4°C.

2. Matériels végétales et traitements préliminaires :

La plante objet de I’étude Rosmarinus officinalis (Romarin) a été prélevée, a maturité, a
la fin du mois de Mai dans la région de Naama- Algérie au Djbal Morgad a Ain Safra. Un
échantillon pris uniquement sur la partie aérienne de [’espece étudiée a été récolté

aléatoirement dans la région expérimentale.
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La mati¢re végétale a ét¢ ensuite étalée sur du papier aluminium, puis séché a Iair
ambiant. L’échantillon séché a été enfin broyé dans un broyeur a lame de cuisine puis mis
dans des bocaux hermétiques et conservés a sec (température ambiante) et a l'abri de
I'humidité et de la lumiere.

3. Extraction des composés phénoliques de romarin :

Pour I'extraction des principaux composés bioactifs tels les polyphénols contenus dans le
Rosmarinus officinalis (Romarin), on a opté pour l'utilisation d’une méthode décrite par
(Sultana et al., 2009). Cette méthode d'extraction n’est qu’un procédé d’extraction discontinu
solide-liquide par macération et qui consiste a laisser tremper le solide dans un solvant a
température ambiante durant quelques temps et a extraire les constituants solubles par
évaporation du solvant sous vide.

L'extraction des composés bioactifs a été réalisée par un solvant polaire alcoolique le
méthanol. Elle a été effectuée sur des prises d’échantillons de matiére végétale broyée de 10
g. Cet échantillon de broyat de maticre végétale a ét¢ mélangé avec 100 ml de solvant aqueux
(80/20, solvant / eau, v / v). L’extraction par macération a froid de mélange a été laissée
ensuite se poursuivre pendant 6 heures a température ambiante sous agitation. La durée de
l'extraction favorise ainsi la dépolymérisation des principaux composés constitutifs de la
plante tels que la lignine ainsi que les substances pectiques et permet une meilleure
solubilisation des principaux composés bioactifs.

L’extrait hydro alcooliques obtenu a été filtré en utilisant un papier filtre Whatman N°1

ayant une porosité de 0,3um et débarrassé du solvant par évaporation sous vide a 45 °C. Selon

le diagramme suivant : (- ) )
Matiere végétale broyée 10g
( * )
Solvant100ml (80/20)( méthanol, eau)
. v J
Macération 6h a T’ ambiante + agitation
. * J
Filtration
v
Evaporation sous- vide a 45°c
f ¥ i
Extrait pur

\ J

Diagramme .Présentation des différentes étapes de ’extraction de I’extrait
hydrométhanolique pur du romarin

N
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L’extrait pur riche en composés bioactifs récupérés a été¢ enfin dilué a I’eau distillée stérile

a des taux variables de 0, 20, 40, 60, 80 et 100%, respectivement.

Figure4. Etapes d’extraction(a) et d’évaporation du solvant(b)
4. Viande ovine et traitement expérimental :
Les échantillons expérimentaux ont concerné la viande de gigot de mouton local de race
Ouled Djellal issu d’un élevage en paturages steppiques a Bougtoub relevant de la wilaya

d’El Bayadh situ¢ a 0°4°60°° de longitude et a 34°1°60°" de latitude (Figure6).
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ﬁ | &
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Sigsi Shmane
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W ke
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y
"I"__I ‘\. - i de ATLAE SAHARIEN
| A aya
| LY e Rhardala
1 L PRE-SAHARIENMNE

El Bncud \
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Wiloyn che
Bachar
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FigureS5. Origine de la viande ovine expérimentale
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Les animaux inclus dans 1’étude étaient agés de 12 a 14 mois et avaient un poids moyen de
35+2 kg. Les animaux ayant plus de 02 ans et un poids supérieur a 50 kg ont été exclus de
I’étude.

Apres le sacrifice des animaux au nombre de 5 moutons, les carcasses ont été¢ laissées se
ressayées dans une chambre froide a 4°C pendant 18 heures.

Les prélévements d’échantillons de gigot ont été ensuite prélevés aléatoirement sur les
carcasses ressayeées.

Dix-huit (18) morceaux de 200g de viande de gigot ont été ainsi prélevés aseptiquement
en respectant les régles d’hygiéne suivantes :

Utilisation lors de la découpe d’un couteau propre ;
Port de gants stérile lors de la découpe de la viande ;
Découpe de la viande sur une surface propre et couverte d’un papier propre.

Les prélevements de viande ont été mis dans une glaciére isotherme et transportés
immédiatement a moins de 10 minutes au laboratoire.

Arrivée au laboratoire les échantillons ont été repartis en lots de 3morceaux, de 200g de
viande et mis dans des barquettes en polystyrene (Figure6).

Les morceaux de viande de chaque lot expérimental ont été traités chacun a raison de 06
ml avec ’'une des concentrations d’extrait de romarin préparées a 0 ; 20 ; 40 ; 60 ; 80 et 100,
respectivement.

Un lot, témoin, controle, sans extrait hydrométhanolique de la plante a été aussi constitué
(Figure?7).

Enfin, les échantillons additionnés ou non d’additifs naturels d’extrait hydrométhanolique

de romarin ont été conservés au froid a 4° C pendant 7 jours.

Figure6. Dépos de la viande ovine dans des barquettes.
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L’extrait hydrométhanolique de Romarin ‘

b

0% 20% 4

I
X

(Témoin)

6ml 6ml 6ml

1O
1O
1O

‘000
000
000

|

80% 100%

6ml de I’extrait + 200 g de viande ovine dans une barquette

Figure7. Traitement des échantillons de la viande ovine par les différentes

concentrations de romarin hydrométhanolique

5. Analyses microbiologique :

Les analyses microbiologiques ont ¢té effectuées chaque 2 jour sur I’ensemble des

échantillons de viande, expérimentaux conservés au froid a 4° C pendant 07 jours.

Les analyses ont concerné le dénombrement de la flore totale aérobie mésophile, de la flore

psychrotrope, des coliformes fécaux, de Staphylococcus aureus et de Pseudomonas

aeroginosa. (Tableaud).

Il s’agit de germes souvent contrdlés dont la salubrité de la viande conformément aux

recommandations du Journal Officiel de la République Algérienne (JORA, 2017).

5.1 Méthode de dénombrement des germes étudiés :

Le dénombrement des germes €tudiés a été effectué selon les normes ISO.

.
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Germes recherchés

Milieux de culture

FTAM

PCA : milieu gélosé nutritif Plate Count Agar

Flore Psychrotrophe

PCA : milieu gélosé nutritif Plate Count Agar

Coliformes thermotolérants

VRBL : milieu gélosé sélectif nutritif lactosé Bilice au

cristal violet

Escherichia coli

Test de confirmation (présence ou absence)

Pseudomonas aeruginosa

King A agar purifié

Staphylococcus aureus

Milieu Chapman

étapes suivantes :

Tableau 4. Milieu de culture des principaux germes a rechercher
5.1.1 Dénombrement des FTAM :
Selon la norme ISO (2013), le dénombrement de la FTAM peut étre effectué selon les

Agiter les dilutions (10%,107,10™) avant chaque contrdle a I’aide d’un vortex ;

Pour chaque prélevement, Iml de chaque dilution est ensemencé en profondeur dans une

boite de Pétri avec 12ml du milieu PCA spécifique.

L’inoculum une fois mélangé a la gélose est et laissé se solidifier, suivi d’une incubation a

30° C, pendant 72h.

Apres incubation, sont dénombrées enfin les colonies petites et blanches, caractéristiques

dela FTAM (Figure8).

-
Ensemencement
10-2 en profondeur 10-3 Ensemencement 10-4
en profondeur
1ml l 1ml l Iml VY
3> 0>
PCA
12 ml de PCA 12 ml de
+ 1ml de PCA + 1ml
N dilution de dilution -
—

Incubation a 30° /72 h. Dénombrement

Figure8. Dénombrement de la FTAM

=
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5.1.2 Dénombrement des Coliformes Thermotolérantes:

Selon les normes Iso 4832 et F08-060 (2013), le dénombrement des coliformes est réalisé
comme suit :
0.2ml de chaque derriére dilution décimale (107, 107 et 10*) est ensemencé en profondeur
dans des boites de Pétri :

Ecoulé, en suite, 12ml du milieu VRBL spécifique a la souche microbienne ;

L’inoculum est mélangé et laissé se solidifier ;

L’incubation des boites est, enfin, effectué¢e a 44° C pendant 24h.

Seul sont comptées les colonies rouge vif a rosatre caractéristiques des coliformes sur (VRBL)
(Figurell).

Ce dénombrement est complété par une identification de la présence d’Escherichia Coli
chez les Coliformes thermotolérants. 02 a 03 colonies suspects sont prélevées et déposées
ensuite dans des tube contenant le milieu Schubert. Le mélange des tubes est enfin, incubé
a 37°C pendant 24heures. La formation d’un anneau vert illustre I’absence d’Escherichia
Coli.

5.1.3 Dénombrement de Staphylococcus auréus : selon la norme ISO 6888(2013), le
dénombrement de Staphylococcus auréus se fait selon les étapes suivantes : A ’aide d’une
pipette pasteur on préleve 2 gouttes a partir des derni¢res dilutions décimales 102,107 et
10* qu’on dépose a la surface du milieu Chapman et qu’on étale ensuite avec un rateau
formé sous la flamme d’un bec benzene a partir d’une pipette pasteur (Melahi et Benhila,

2017).

()

]

107 107 10 '
, '

1ml Ensemencement 1m

en profondeur Ensemencement

en profondeur

¢ ¢

12 ml de 12 ml de 12 ml de
VRBL + 1ml VRBL + 1ml VRBI., +.1ml
de dilution de dilution de dilution /

Incubation a 44°c /24h .Dénombrement

Figure9. Etapes de dénombrement des Coliformes thermotolérants

%



Partie2: Méthodologie

En fin, les boites contenant I’inoculum sont incubées a 37°C durant 48h.

Les colonies pigmentées (couleur dorée) et fluorescentes sont caractéristiques de la
bactérie.

La présence de Staphylococcus aureus a été ensuite confirmée par le test de coagulase :
deux a trois colonies de Staphylococcus aureus sont tout d’abord activées dans 10ml de
bouillon nutritif a 37° C pendant 03 heures.1ml de la solution mére précédente est prélevé et
mis dans un tube citrate contenant le sérum de lapin. Le mélange du tube est incubé a 37C°
pendant 24 heures. La formation d’un coagulum indique bien la présence de la souche de
Staphylococcus aureus.

5.1.4 Dénombrement de la flore Psychrotrophe :

Le dénombrement de la flore psychrotrophe a été effectué aprés culture en profondeur sur
milieu PCA et une incubation des boites ensemencées a 4c° pendant 10jours.

Les souches psychrotrophe apparaissent aprés culture sous forme de colonies de tailles
différentes, bombées, rondes, réguliers, brillantes, lisses, de couleurs blanches, jaunatres et
beiges.

5.1.5 Dénombrement de Pseudomonas aéroginosa :

Selon la norme ISO 13.720(2013), le milieu King A permet d’identifier la souche
Pseudomonas aéroginosa par le dénombrement des colonies a 37C°. A partir des dernicres
dilutions10* 10~ et 10 pour chaque prélévement, Iml de chaque dilutions est ensemencé
en profondeur des boites de Petri puis, on fait couler dans les boites 12ml du milieu King A
et le mélange est enfin incubé a 37° C pendant 24h (Figurel2).

Le milieu King A permet d’identifier Pseudomonas aéroginosa par la production d’un

pigment verdatre clair ; la pyocyanine.

iml

@10 1ml @o Tl 1
Ensemencement Ensemencement

king A en profondeur en profondeur

12 ml de 12 ml de

king A + 1ml king A + 1ml \

de dilution de dilution

__ —/

~~__ Incubation a 37 ¢ /24h.Dénombrement

Figurel0. Dénombrement de Pseudomonas aeruginosa
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6. Traitement statistique :

Les résultats paramétriques ont été traités statistiquement par une analyse de variance
mono factorielle en randomisation totale, suivie d’'une comparaison des moyennes deux a
deux selon le test de NEWMAN et KEULS.

Les donnés ont été traitées par I'usage d’un logiciel de statistique a savoir le STAT BOX.6.4. Les
résultats ont été¢ exprimés en valeurs moyennes et écarts type correspondants. L effet du facteur étudié

sur les variables mesurées a ¢t¢ démontré aux deux seuils de probabilités de p<0.05 et p<0.01.

|
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1. Résultats:
1.1 Flore totale aérobie mésophile :

Le niveau de contamination a la flore totale aérobie mésophile de la viande de gigot de
mouton traitée a I’extrait hydrométhanolique de Rosmarinus Officinalis est mentionné dans le
(Tableau 5).

Durant I’expérimentation le nombre des germes a varié sensiblement (p<< 0.01) de 40.10'

4 40.10*UFC/g dans I’ensemble des échantillons de viande.

De plus, les variations des taux d’incorporation des concentrations de 1’extrait riche en

composés phénoliques de 0, 20, a 40, a 60, a 80 et 100% ont engendré des baisses importantes

(p= 0.01) dans les viandes conservés pendant 7 jours a 4°C ; 233.10° vs 114.10° vs 61.10° vs

265.10% et vs 168.10°UFC/g en moyenne, respectivement.

Comparativement au témoin, sans traitement, les échantillons de viandes ayant recu la

dose sévere de 100% d’extrait pur ont noté une diminution de 93% du nombre de la flore

totale aérobie mésophile.

Par ailleurs, en fonction du temps de conservation, la prolifération du nombre de ces
germes semble diminuer de 75% en fin de conservation, dans toutes les viandes conservés
quels que soit le traitement administré.

1.2 Coliformes thermotolérants :

Les variations du nombre de Coliformes fécaux dans les échantillons de viandes
expérimentaux au cours de la conservation figurent dans le (Tableau 6).

Apparemment, au cours du stockage le nombre de Coliformes thermotolérants a varié

significativement (p=- 0.01) de 0 UFC/g dans certains échantillons a plus de 80.107 UFC/g,

pour d’autres échantillons de viande testés.
Cependant, il apparait clairement que le nombre de ces bactéries est inversement

proportionnel (p= 0.01) a la concentration de l‘extrait incorporée ; soit des chutes de la

croissance microbienne dans les viandes traités a 60, 80 et 100% d’extrait de la plante de
93, 95 et 98%, respectivement, par comparaison a la viande témoin n’ayant subi aucun

traitement.

Du 1%, au3“™, au 5 et au 7°™ jour de la conservation, le nombre des coliformes fécaux a
. . . , . ;. 2~
connu de nettes diminutions dans ’ensemble des échantillons expérimentaux ; de 30.107, a

227.10', 4 143.10" et 4 200 UFC/g en moyenne, successivement.
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Tableau 5. Effets des concentrations en extrait phénolique au méthanol aqueux de Rosmarinus officinalis sur le niveau de contamination a la
flore totale aérobie mésophile (FTAM) des viandes au cours de la conservation.

Effets des
. . p . . concentrations Normes en
Concentrations en extrait hydrométhanolique de romarin (%
! xtraity qu in (%) Nombre Taux de d’extrait UFClg
Jours moyen croissance hydrométhanolique | (JOR, 2017)
UFC/ % i :
0% 20% 40% 60% 80% 100% (UFClp) ° 1neorpores Mn | MA
J 1 4 3b 3 3d 3d 3 3
40.10** 182.10 82.10°¢ 49.10 42.10 36.10°¢ 131.10 100% P<0.01
(UFC/g)
J 3 3 3b 3 3d 3d 3d 3
226.10°* 117.10 67.10°¢ 37.10 28.10 19.10 82.10 62% P<0.01
(UFC/g)
J 5 3 3b 3 3d 3d 3d 3
222.10% 113.10 59.10° 33.10 23.10 12.10 77.10 58% P<0.01
(UFC/g)
6
17 s510° | 10
84.10°* 44.10% 36.10% 169.10% 130.10% 40.10"f 32.10° 25% P<0.01
(UFC/g)
Nombre
moyen 233.10° 114.10° 61.10° 33.10° 265.10? 168.10?
(UFC/g)
Taux de
croissance 100% 49% 26% 14% 11% 7%
%

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes, avec un nombre de répétitions n=3 ; J : jours, p>0.05 : effet non significatif du facteur étudié (concentrations en extrait hydrométhanolique de
Romarin), p<0.05 : effet significatif du facteur étudié ; p<0.01 : effet hautement Significatif du facteur étudié; a, b, c...etc. : comparaison des moyennes deux a deux selon le test de NEWMAN
et KEULS. Mn : nombre minimale de germes accepté ; Ma : nombre maximale de germes accepté

34
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1. Résultats

Tableau 6. Effets des concentrations en extrait phénolique au méthanol aqueux de Rosmarinus officinalis sur le niveau de contamination au

Coliformes thermotolérants (CTT) des viandes au cours de la conservation.

Effets des Normes en
Concentrations en extraits méthanoliques de romarin (%) concentra‘tlons UFC/g
Nombre Taux de d’extraits
Jours moyen croissance méthanoliques (JOR, 2017)
UFC/ % i §
0% 20% 40% 60% 80% 100% (UFClp) ° Incorpores Mn | MA
I 80.10%* 48.10°° 45.10°° 43.10'° 40.10'¢ 36.10'¢ 30.10° 100%
. . . . . ) . A P<0.01
(UFC/g)
J3 2a 2b 2b le le a 1 0
45.10 42.10 41.10 43.10 36.10 33 227.10 74% P<0.01
(UFC/g)
J 5 2a 2a 1b 1b c c 1 o
39.10 39.10 40.10 36.10 33 0 143.10 46% P<0.01
(UFC/g)
10’ 102
J7 1 1b 1 d
41.10' 40.10 36.10' 33 0° 0¢ 200 7% P<0.01
(UFC/g)
Nombre
moyen 42.10? 33.10? 23.10? 31.10" 19.10 100
(UFClg)
Taux de
croissance 100% 79% 55% 7% 5% 2%
%

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes ; J : jours, p>0.05 : effet non significatif du facteur étudié (concentration en extraits méthanoliques de romarin), p<0.05 : effet significatif du
facteur étudié ; p<0.01 : effet hautement Significatif du facteur étudié; a, b, c...etc. : comparaison des moyennes deux a deux selon le test d¢ NEWMAN et KEULS. Mn : nombre minimale de
germes accepté ; Ma : nombre maximale de germes accepté
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1.3 Staphylococcus aureus :

Les résultats du dénombrement des Staphylococcus aureus de la viande de gigot traitée a I’extrait
hydrométhanolique de Rosmarinus officinalis & différentes concentrations et conservée a 4°C pendant
7 jours sont représentés dans ( Tableau 7).

L’¢lévation de la concentration de I’extrait de la plante a 100% a fait diminuer (p=: 0.01) durant

I’entreposage des échantillons a 99.91% le nombre de germes Staphylococcus aureus, contre
99%chez ceux traités a 80% d’extrait et a plus de 90% des microorganismes chez ceux ayant subi une
adjonction de I’extrait concentré a 60%.

Par ailleurs, au 5 “™ et 7°™ jour d’entreposage le nombre des germes a accusé une nette baisse
d’environ 75% par comparaison au 1 jour de stockage de la viande au froid positif de 4°C.

1.4 Germes psychrotrophes :

Les extraits hydrométhanoliques préparés a 80 et a 100% ont enregistré les meilleurs résultats en

germes psychrotrophes dans les viandes traités par comparaison aux autres concentrations testées

(p= 0.01) ; soit des baisses de I’ordre de 93 et 94%, respectivement, par rapport au témoin.

eme :

‘"¢ et au 7 “™ jour, le nombre de ces germes

En outre, au cours de la conservation du 1, au3 ™, 5
a diminué de 145.10°, 2 46.10%, 4 278.10" et 4 51.10' UFC/g, successivement dans les échantillons de
viande expérimentaux ; avec des baisses respectives par rapport au 1% jour de I’ordre 69, 81 et 13%
(Tableau8).

1.5 Pseudomonas aeruginosa :

Les effets des concentrations de 1’extrait de (Romarin) sur les variations du nombre de
Pseudomonas aeruginosa des échantillons de la viande de gigot d’agneau entreposés au froid a 4° C
sont mentionnés dans le (Tableau 9).

Au cours de toute la période de conservation de 7 jours le nombre n’a pas dépassé 10* UFC/g dans
les viandes traitées ou nom a I’extrait de la plante, objet de 1’étude.

Cependant, des diminutions hautement significatives (p< 0.01) du nombre des germes de 124.10%a

107.101UFC/g ont été enregistrées en fonction de 1‘augmentation de 0 a 100% des concentrations
d’extrait phénolique hydrométhanolique de Rosmarinus officinalis ajoutées a la viande au cours de la

conservation. Ainsi, par comparaison au témoin, 1’extrait pur a diminué remarquablement (p< 0.01) le

nombre de ces germes (de 92%) dans la viande traitée.

Enfin, une recrudescence du nombre de germes Pseudomonas de 118.10% 4 53.10%, 4 28.10 et 4 87.10"
UFC/ ml a été constatée successivement au 1¥, au 3 ™ au 5" et au 7 ™ jour, de conservation des
viandes & 4°C.
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1. Résultats

Tableau 7. Effets des concentrations en extrait phénolique au méthanol aqueux de Rosmarinus officinalis sur le niveau de contamination a
Staphylococcus aureus des viandes au cours de la conservation.

Concentrati trait hydrométhanolique d in (%) cofcfrenttsr;l;zns Normes en
oncentrations en extral ydrometnanolique de romarin (1}
; Nomwre | Tande | o | UrC
ours hydrométhanolique | (JOR, 2017)
0% 20% 40% 60% 80% | 100% | (UFC/® % incorporés Mo | Ma
J1 2a 2b 2¢ 2¢ 1d d 2
wrcg | 163107 | 7610 49.10 37.10 36.10 33 55.10 100% P<0.01
g
J3 2a 2 b 2C 1 d € € 2
wrci | 1191077 | 76.10 37.10 36/10 33 0 39.10 70% P<0.01
Js ,a »b N d d d 1
wrcry | 4110 39.10 217 33 0 0 137.10 25% P<0.01
J7 10 10°
wrce | 410 * | 30.102" | 217¢ 334 0f 04 137.10" 25% P<0.01 UFC/g | UFClg
g
Nombre
(UFClg 92.10 57.10* | 22.10* | 103.10' 98 8
moyen)
Taux de
croissance | 100% 62% 24% 1% 1% 0.09%
%

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes, avec un nombre de répétitions n=3 ; J : jours ; p>0.05 : effet non significatif du facteur étudié (concentrations en extrait méthanolique de
romarin), p<0.05 : effet significatif du facteur étudié ; p<0.01 : effet hautement significatif du facteur étudié; a, b, c...etc. : comparaison des moyennes deux a deux selon le test de NEWMAN et

KEULS Mn : nombre minimale de germes accepté ; Ma : nombre maximale de germes accepté

-
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1. Résultats

Tableau 8. Effets des Concentrations en extrait phénolique au méthanol aqueux de Rosmarinus officinalis sur le niveau de contamination a la

froid psychrotrophes des viandes au cours de la conservation.

Effets des Normes en
Concentrations en extraits méthanoliques de romarin (%) Nombre Taux de con;,eel;(ttl:;tiitons UFClg
Jours moyeft | crowsance méthanolique | (JOR, 2017)
(1)
0% 20% 40% 60% 80% 100% | (UFC/g) 7o incorporés | Mn | MA
J1 a b c c c c 2
(UFClg) 43.10° 21.10° 8.10° 7.10° 4.10° 4.10° 145.10 100% P<0.01
g
J3 24 2 b 2€C 2C 1 d 1 d 2
107.10 81.10 41.10 41.10 41.10 36.10 46.10 31% P<0.01
(UFClg)
5 78.10%% | 42.10%® | 3910 | 40.10'% | 36.10'¢ 33 ¢ 278.10' 19% P<0.01
(UFClg) ' ' ' ' : ' : 10° | 10°
UFC/g | UFC/g
7 41.102™ 4010 | 36.10' 334 0° 0°¢ 81.10' 6% P<0.01
(UFC/g) ' ' '
Nombre
moyen 164.10% 84.10° 40.10° 288.10! 119.10" 109.10"
(UFC/g
Taux de
croissance 100% 51% 24% 18% 7% 6%
%

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes, avec un nombre de répétitions n=3

5 J : jours, p>0.05 : effet non significatif du facteur étudié (concentrations en extrait hydrométhanolique

de romarin), p<0.05 : effet significatif du facteur étudié ; p<0.01 : effet hautement Significatif du facteur étudié; a, b, c...etc. : comparaison des moyennes deux a deux selon le test de NEWMAN

et KEULS. Mn : nombre minimale de germes accepté ;Ma : nombre maximale de germes accepté.

&
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1. Résultats

Tableau 9. Effets des concentrations en extrait phénolique au méthanol aqueux de Rosmarinus officinalis sur le niveau de contamination a Pseudomonas

aéroginosa des viandes au cours de la conservation.

Effets des
. Normes en UFC/g
Concentrations en extrait hydrométhanolique de romarin (%) concentrations
Nombre | Taux de d’extrait (JOR, 2017)
Jours moyen croissance | hydrométhanoli
) ue
0% 20% 40% 60% 80% 100% | (UFCR) 7o o Mn | MA
mcorpores
J 1 2 2b 2 2d 2d 2 2
261.10%* 166.10 113.10%¢ 75.10 59.10%%¢ 39.10°¢ 118.10 100% P<0.01
(UFC/g)
J 3 2 2b 2 2 2 1d 2
119.10%* 76.10 44.10%¢ 39.10%¢ 39.10%¢ 36.10 53.10 45% P<0.01
(UFC/g)
J 5 2 2b 2b 1 1 d 2
80.10°* 41.10 40.10 36.10'¢ 36.10'¢ 33 28.10 24% P<0.01
(UFC/g)
1 10* 10°
39.102* 36.10'" 36.10'" 33¢ 33¢ 04 87.10" 7% P<0.01 UFClg UFClg
(UFC/g)
Nombre
moyen 124.10° 71.10° 50.10° 29.10° 25.10° 107.10'
(UFC/g)
Taux de
croissance 100% 57% 40% 23% 20% 8%
%

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes, avec un nombre de répétitions n=3 ; J : jours, p>0.05 : effet non significatif du facteur étudié (concentrations en extrait méthanolique de
romarin), p<0.05 : effet significatif du facteur étudié ; p<0.01 : effet hautement Significatif du facteur étudié; a, b, c...etc. : comparaison des moyennes deux a deux selon le test de NEWMAN

et KEULS. Mn : nombre minimale de germes accepté ; Ma : nombre maximale de germes acceptés

=
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2 Discussion :

Les produits alimentaires peuvent €tre contaminés par divers, agents pathogeénes, micro-organismes
et nuisibles au cours du traitement, de stockage et de la distribution, entrainant de graves problémes de
santé et des pertes économiques considérables (Heredia et al., 2001)

La FTAM (flore totale aérobie mésophile) est un bon indicateur de la qualité générale et de la
stabilité des produits (Goudiaby, 2005).

Les variations des taux d’incorporation des concentrations de I’extrait riche en composés

phénoliques de 0, 20, a 40, a 60, a 80 et 100% ont engendré des baisses importantes (p=- 0.01) du

niveau de contamination a la FTAM dans les viandes conservés pendant 7 jours a 4°C.

Par ailleurs, le nombre de ces germes n’a pas dépassé dans I’ensemble des échantillons
expérimentaux la norme de 5.10°UFC/g admise dans le journal officiel de la république. (JORA,
2017).

En outre, durant I’entreposage 4 4°C et par comparaison 4 la viande témoin sans additif, celle ayant
recu comme additif la solution pur a 100% d’extrait hydrométhanolique de Rosmarinus officinalis a
accusé une baisse d’environ 93% du nombre de FTAM.

Le nombre de coliformes fécaux enregistré durant cette période de conservation de 7 jours a 4C° de
la viande traitée avec 1’extrait hydrométhanolique pur est conforme a la normale (UFC/g) (JORA,
2017).

I1 est bien établi que de nombreux germes tel que les Coliformes thermo tolérant sont des vecteurs
de la contamination pour la carcasse des viandes, par contact ou par I’intermédiaire du matériel de
travail ou par I’air ambiant (Cartier, 2007).

Concernant Staphylococcus auréus , 1’élévation de la concentration de I’extrait de la plante de 0 a

100% a fait diminuer (p= 0.01) durant I’entreposage des ¢échantillons a 99.91% le nombre de ces

germes contre 99% chez ceux qui ont été trait€ a 80% d’extrait et a plus de 90% des microorganismes

chez ceux ayant subi une adjonction de I’extrait concentré a 60%. Au 1% jour de conservation, on
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assiste toute fois a une forte contamination des viandes expérimentales dépassant la norme requise de
10> (UEC/g) (JORA, 2017). Néanmoins, I’échantillon traité surtout avec I’extrait pur non dilué de
romarin connait la plus faible charge microbienne.

Il est a signaler que Staphylococcus auréus, est un pathogéne zoonotique capable d’infecter les
humains et les animaux. Il est largement distribué¢ dans la nature et est présent dans l'air, 1'eau et les
aliments pour animaux; il existe aussi a la surface du corps humain, dans la cavité nasale, sur le pelage
des animaux (Rizzi, 2011)

Les bactéries Psychrotrophes sont définies par leur aptitude a se développer a des températures
inférieures a +7°C. Ils représentent un agent de toxi-infection alimentaire ou d'altération de la qualité
marchande des denrées. Les bactéries psychrotrophes possedent une relative capacité de résistance au
«stress froidy, mettant en jeu des mécanismes dont les principaux sont la synthése d’enzymes adaptées
a fonctionner a basse température. (Gounot, 1991 ; Druesne, 1996). Les extraits hydrométhanoliques
préparés a 80 et a 100% ont enregistré les meilleurs résultats en germes psychrotrophes dans les

viandes traités par comparaison aux autres concentrations testées (p=- 0.01) dans le cas de cette étude.
Des diminutions hautement significatives (p=<- 0.01) du nombre des germes Pseudomonas

aéroginosa de 124.10* 4 107.10'UFC/g ont été également enregistrées en fonction de 1’augmentation
de 0 a 100% des concentrations d’extrait hydrométhanolique. Durant toute la période de conservation
de 7 jours a 4°C, la viande additionnée d’extrait pur de romarin & marqué ainsi les meilleurs résultats ;

avec moins de 92% en nombre de ces germes (p=: 0.01) par comparaison au témoin.

L’amélioration de la qualit¢ microbiologique de la viande supplémentée d’extrait de romarin ;
notamment a de fortes concentrations durant la concentration est sans doute liée aux multiples
composé phénoliques contenus dans les solutions d’extrait ajoutées comme additif et ayont exercé un
fort pouvoir antimicrobien vis a des nombreux germes étudiés.

A ce propos plusieurs auteurs ont rapporté que certains composés bioactifs secondaires présents

dans les extraits du romarin comme les composés phénoliques possédent, en effet, des propriétés
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antibactériennes contre de nombreux germes (Staphylococcus aureus, Pseudomonase aerogenosa et
Coliformes thermotolérants) (Georgantelis et al., 2007).

Parmi les composés bioactifs du romarin 1’acide carnosique a dévoilé une activité intéressante
contre plusieurs germes pathogenes et d’altération a Gram+ et a Gram- tels que (Staphylococcus
aureus, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonia, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilius et Candida albicans (Yesil et al.,
2007).

De nombreux auteurs (Hayouni et al., 2007) ont confirmé cet effet antimicrobienne constaté de
I’extrait hydrométhanolique de Rosmarinus officinalis sur la croissance de plusieurs germes
pathogenes et rapportent en d’autre part la richesse de Romarin en acide rosmarinique et en bien
d’autre composés bioactifs naturels(l'acide yunnanique, 1’acide salvianolique et le Quercitrine-
acétylrutinoside ) que 1’union européenne approuve les utilisations comme agents efficaces pouvant

améliorer la conservation des aliments (Wojdylo et al., 2007)




Conclusion générale :

A travers les résultats de I’expérimentation, il apparait que les différentes concentrations de
I’extrait hydrométhanolique de Rosmarinus Officinalis ont exercé un effet inhibiteur marquant
vis-a-vis de la prolifération de certains espéces microbiennes pouvant altérer la qualité et la
stabilit¢ de la viande au cours de sa conservation au froid a 4°C dont : Staphylococcus
auréus, les bactéries psychrotrophes, les coliformes thermotolérants, Pseudomonas

aéruginosa et la FTAM.

Ainsi, les échantillons de la viande de gigot d’agneau de race Ouled Djellal issues des
paturages steppique de Bougtoub a El Bayadh-Algérie traités ou non a 1’extrait de romarin ont
présenté au cours des 7 jours de conservation au froid 4°C une charge en flore totale aérobie
mésophile conforme a la normale ; avec un nombre de moins de 5.10° UFC/g . Cependant, au
cours de la période de stockage, 1’extrait ajouté comme additif a 1’état pur a occasionné une

baisse (p<0.01) de 93% de ces germes dans la viande.

Par ailleurs, les niveaux de contamination de la viande aux Coliformes thermotholérants ne
sont pas importants et s’inscrivent pleinement dans la norme admise de moins de 10> UFC/g.
Néanmoins, par rapport a la viande témoins sans additif, une diminution drastique (p<0.01)
d’environ 93% de la prolifération des germes a été constatée pendant la durée d’entreposage
au froid 2 4°C dans les échantillons de viande traités avec I’extrait hydrométhanolique

concentré a 100%.

L’¢étude a révélé que I’extrait hydrométhanolique de romarin préparé présente une forte

activité dans la régression de la croissance des souches ¢tudiées. Concernant Staphylococcus
r er - - - o r ;.

auréus au 1" jour de la conservation, il a ét¢ remarqué, une forte charge bactérienne dans la

viande expérimentale dépassant la norme admise de 10> UFC/g. Toute fois, la viande traité



avec I’extrait pur de Rosmarinus officinalis a enregistrée une faible contamination (p<0.01) au

cours de la conservation ; de moins de 0.09 %, par rapport au témoin

Quant aux germes psychrotrophes, 1’adjonction a la viande comme additif naturel de
I’extrait hydrométhanolique a des concentrations de 80 et 100% a occasionné de faibles
niveaux de contaminations a ces germes par rapport a la viande standard n’ayant subi aucune

traitement (p<0.05) ; 11.10%vs 10.10* vs 16.10°, en moyenne.

Enfin, le nombre de Pseudomonas aéroginosa enregistré dans les échantillons de viande

n’est pas inquiétant puisque il est inférieur a la normale de 10° UFC/g.

Par ailleurs I’extrait pur de la plante a induit de meilleurs résultats (p<0.01) ; avec une
chute de la croissance des germes de 92% dans la viande traitée par comparaison a celle du

témoin (nom traitée a 1’extrait expérimentale).

En perspective, il serait fort intéressant de reconduire la méme étude afin de suivre
I’impact de D’extrait hydrométhanolique de la plante sur les variations des parameétres

physicochimiques de la viande au cours de sa conservation au froid.

Aussi il est important d’orienter 1’étude sur la caractérisation par HPLC du profil des
principaux composés phénoliques de I’extrait hydrométhanolique testé en vue de connaitre
exactement les principaux composés bioactifs constitutifs de la plante (Rosmarinus

officinalis) ayant un fort pouvoir antimicrobien vis-a-vis des germes étudiés.

Enfin ,d’autre études peuvent étre envisagées dans la méme ligne de conduite
expérimentale sur [’utilisation d’autres solvants a polarité différentes comme moyen
d’extraction des composés phénoliques de la plante objet de 1’é¢tude a savoir Rosmarinus

officinalis L.
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Annexes



Composition des milieux de culture :
1. Staphylococcus auréus :
Milieu Chapman - Mannitol Salt Agar est préparé selon la formule décrite par Chapman

(Chapman, 1945).

e Peptone 10 g

e [Extrait de viande de boeuf 1 g

e Chlorure de sodium 75 g

e Mannitol 10 g

e Rouge de phénol 0.025 g

o AgarlSg

e 1 litre d’eau distillé
pH final : 7.4 £ 0.2
2. La flore totale aérobie mésophile et les psychrotrophes
Milieu PCA milieu gélosé nutritif Plate Count Agar. (NF ISO 17410,2001; NF EN ISO
4833, 2003).

L | % 0] 1) s LSRR 50¢g
e [Extrait autolytique de levure..........ccceecvvevieeiiierieniiecieeieeee e, 25¢g
®  GIUCOSE...cuuiieiiieiieeee ettt s eeas 1.0g

e Agar agar bactériologIqUE.........cevueeriieiiieniieiieeie et 12,0 g

e 1 litre d’cau distillé
pH du milieu prét a ’emploi a 25°C : 7,0 £ 0,2.

3. Les Coliformes thermotolérants

Milieu VRBL. (NF V08-060, 2009)

e Peptone pepsique de VIande ..........ccceeecveeeriiieeniiieenieeeiee e 7,0 g
e Extrait autolytique de leVure ...........coceeveiiiiniieniniiiicnceceeecee 30g
®  LACTOSE woiiiiiiiiiiecieceee e e 10,0 g
®  SelS DIHAIIES...cueiiiiieeiieiieeeee e 1,5¢g
e Chlorure de SOdIUM .......ccccviiiiiiiiiiiiecieece e 50g
®  ROUZE NEULIE ..eoveeiiiiieieiiiie et 30,0 mg
L O 4 1] 721 B4 10 ) (< A SRR 2,0 mg
o Agar agar bactériolOZIQUE.........eevueerueeriieiieeiieiie e eiee e 120¢g

e | litre d’eau distillé



pH du milieu prét a I’emploi a 25°C : 7,4 £ 0,2.
4. Pseudomonas aéroginosa

Milieu King A (ISO 22717, 2009)
Ingrédients en grammes par litre d'eau distillée ou déminéralisée.
e Peptone 20,00
e Sulfate de potassium 10,00
e Chlorure de magnésium 1,40
e Agar purifié¢ 15,00

pH =7,2 0,2+ final 4 25°C
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