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Résumé

Cette présente ¢tude a pour objectif d’évaluer Ieffet antimicrobien des extraits
hydroéthanoliques de Rosmarinus officinalis L. vis-a-vis de certains germes de
contamination de la viande ovine lors de sa conservation au froid a 4°C. L’extraction
des composés bioactifs phénoliques de la plante a été réalisée par macération avec de
I’éthanol ; I’extrait pur récupéré aprés évaporation du solvant a été ensuite dilué a 1’ecau
distillée stérile a raison de 20, 40, 60, 80 et 100%, respectivement. Des échantillons de
gigot de viande ovine de race Ouled Dijellel provenant de la région de Bougtob wilaya
d'El Bayadh ont été prélevés aseptiquement des carcasses d’animaux aprés ressuyage de
18 heures a 4°C. Des lots de 3 morceaux de viande ont été constitués et entreposés
individuellement dans une barquette en polystyréne. Chaque lot a été traité au 1° jour
avec l'une des concentrations d’extrait préparées comme préalablement. Le suivi du
comportement microbiologique de la viande traitée ou non a [Iextrait hydroéthanolique
de romarin au cours du stockage des échantillons a 4°C a été effectuée sur e
dénombrement des germes totaux a 30°C, les Staphylococcus aureus, les
Pseudomonas, la flore psychrotrophe et les coliformes thermotolérants. Les résultats ont
été traites par une analyse de variance monofactorielle et une comparaison des
moyennes.

D’une facon générale, le niveau de contamination aux germes ¢étudiés dans la viande
traitée a Dextrait éthanolique aqueux s’avére nettement plus faible (P <0,01) par
comparaison a la viande témoin, sans traitement a I’extrait de la plante. L’amélioration
de la qualit¢ microbiologique de la viande semble proportionnelle aux concentrations
d’extrait de romarin ajoutées comme additif au 1* jour.

Ainsi  Dextrait de 1’espéce Vvégétale Rosmarinus officinalis riche en composés
phénoligues a montré un réel pouvoir antimicrobien vis-a-vis de quelques germes
responsables de la contamination de la viande et semble prolonger de 3 jours sa durée
de stockage a 4°C. Cet extrait peut sans doute se substituer efficacement aux additifs de
syntheéses utilisées a 1’échelle industrielle.

Mots clé: Rosmarinus officinalis ; viande ovine ; polyphénols ; antimicrobien ; conservation.



Abstract

The objective of the current study was to evaluate the antimicrobial activity of hydro-ethanolic
extract of Rosmarinus officinalis L. against some meat alteration microorganisms during storage at
4°C. The phenolic extraction was conducted with ethanol , then different concentrations were
prepared 20, 40, 60, 80 and 100%. Samples ofOuled Djellel lambs from El Bayadh was
asseptically removed from animal carcasses after drying for 18 hours at 4 ° C. Each batch ,
composed of 3 pieces of meat, was stored in a polystyrene tray and treated with one to the
previous concentrations of Rosemarinus extract. Enumeration of total germs, Staphylococcus
aureus,  Pseudomonas, Psychrotrophic and thermotolerant coliforms was done for the
microbiological analysis. According to the results, treated meat was less contaminated in
comparison to the control (P <0,01). The microbiological quality of meat was improved with the
increasing concentrations of Rosemarinus extract. Rosmarinus officinalis L. has extended the
storage of meat to three extra days at 4°C. This extract can probably be an effective substitute for

synthetic additives used in industries.

Keywords : Rosmarinus officinalis ; lamb; polyphenols; antimicrobial ; storage.
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Introduction

Introduction :

Actuellement, les tendances du marché alimentaire changent et les

consommateurs exigent davantage d’aliments de haute qualité dotés d’attributs frais.

Ainsi, les chercheurs et scientifiques tentent d’ores et déja de trouver des
alternatives efficaces et accessibles a partir de produits naturels. Le développement
et l'application de ces produits ayant a la fois des activités antioxydantes et
antibactériennes, connaissent de nos jours un regain d’intérét et jouissent d’une

popularité grandissante (Nieto et al., 2018).

La composition variée de la viande en eau et en protéines fait qu’elle est
une niche trés favorable au développement des microorganismes. De méme, la
transformation de [D’animal vivant en carcasse puis en viande s’accompagne
généralement d’une contamination. Il est donc essentiel que des techniques de
préservations adéquates soient appliquées pour maintenir sa qualité. Ces méthodes
de conservation peuvent étre regroupées en trois grandes catégories basées sur le
contrdle de la température, de I'humidité et plus directement des processus
d’inhibitions (Zhou et al., 2010).

Rosmarinus officinalis fait partie de la famille des Lamiaceae, c’est une plante
vivace a feuilles persistantes avec des feuilles spéculaires parfumées. Il est largement utilisé
dans la médecine traditionnelle et les cosmétiques. Il est également utilisé comme additifs
aromatiques dans les aliments. Ses composés bioactifs sont utilisés en médecine comme
agents antibactériens, cytostatiques, antimutagenes, antioxydants et anti-inflammatoires
( Elyemni et al., 2019).

Bien que lactivit¢ biologique d’un extrait de plante dépend des
differentes  conditions  écologiques et  géographiques la  comprehension  du
mécanisme d’action de ses extraits bioactifs est la premiere étape pouvant permettre

son utilisation optimale en tant qu’agents antimicrobiens (Tohsirova et al., 2016).

Il semble donc intéressant d’inscrire ce travail dans ce contexte de
recherche. Nous nous somme proposer donc dans cette étude de suivre le

comportement microbiologique de la viande ovine de gigot conservée a 4°C


https://www.hindawi.com/65908190/

Introduction

vis-a-vis d’extrait éthanolique aqueux riche en  composes bioactifs de Rosmarinus

officinalis ajouté comme additif a différentes concentrations.
Ce manuscrit est subdivise en trois parties :

-la premiere partie, comprend la synthése bibliographique donnant ainsi une
présentation générale du theme étudié ;

-la  deuxiéme partie, concerne une description de la méthodologie
expérimentale adoptée ;

- et la troisieme partie, est portée sur la critique et la discussion des résultats
obtenus.
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Chapitre | : Généralités sur la viande Partie 01 : Etude bibliographique

1. Structure de la viande

D’aprés Listrat et al. (2015), sur le plan structural le muscle squelettique est
composé de plusieurs milliers de fibres musculaires groupées parallelement en faisceaux.
L'enveloppe qui soutient et protége le tissu musculaire est formée par du tissu conjonctif.
Il est distingué ainsi, du centre du muscle vers la périphérie, I’endomysium qui enveloppe
chaque fibre musculaire, le périmysium organise de 10 a 100 fibres musculaires en
faisceaux et 1’épimysium, qui est la couche externe enveloppe tout le muscle, comme le

montre la (Figure 1).

Le muscle squelettique contient également du tissu adipeux, des tissus vasculaires
et nerveux aunniveau moins important. Les myofibrilles occupent presque la totalité du
volume intracellulaire au niveau des fibres, L’unité contractile de la fibre musculaire est le

sarcomere.

Réticulum

Myofibrille

G L M T

Figure 1 .Organisation générale du muscle (Pour la Science, n°274, 2000, modifié par Astruc).
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La Structure d’un sarcomére est la plus petite unité contractile du muscle, elle est
délimitée par les stries Z. On observe dans la (Figure 2) que la bande A (pour
Anisotrope) est composée de filaments fins et épais et que la bande | (lsotrope) ne
contient que des filaments fins. La myosine et 1’actine sont les protéines les  plus

abondantes parmi les protéines constituantes du sarcomere.

Filaments_, épais Filaments fins
Strie Z (myosine) (actine) strie Z
Ligne M

bande | banide A bande |

Figure 2. Structure d’un sarcomére observé en microscopie électronique (en haut) et schématisé (en bas)

(Listrat et al., 2015)

2. Composition de la viande
La viande est une denrée alimentaire riche en protéines. Sa qualité peut étre définie
par D’ensemble des caractéristiques que lui confeérent ses propriétés organoleptiques,

nutritionnelles, hygiéniques et technologiques (Dognon et al., 2018).

Selon Biesalski (2005), de maniere générale, la viande est une source
importante de plusieurs nutriments. 1l est particulierement riche en protéines de haute
valeur biologique, ainsi que de micronutriments comme le fer, le séléenium, le zinc et la

vitamine B12 (Tableau 1).
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Tableau 1. Composition nutritionnelle de viande de certaines espéces animales (/100g)
(INSA, 2006 ; Pereira et Vicente, 2013).

Type de Viande V.E | Protéine (g) MG MG B12 Na P Fe Zn
(kca (9) | saturée | ooy | (ME) | (MY) | (Mg) | (mg)
) 9
Poitrine de poulet, | 108 24.1 1.2 0.3 0.37 60 220 0.5 0.8
sans peau
Poulet, moyen 110 22.9 2 0.5 0.72 77 204 0.9 1
Beeuf, morceaux de | 122 20.9 4.3 1.8 2 60 169 1.4 3.6
steak
Beeuf, Filet de veau | 148 19.9 7.6 3.2 1.2 24 195 0.9 3
Mouton, cotelette | 124 19.7 5 2.2 2 64 220 1.7 3.8
ou viande
Dinde, poitrine, 105 23.4 1.3 0.3 1 63 | 210 0.7 0.6
sans peau
Dinde, moyenne, 137 20.5 6.1 2 2 49 210 2 1.6
sans peau
Viande de canard, | 133 19.3 6.2 1.6 3 92 202 2.4 1.9
moyenne, sans peau
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3. Phase de la transformation du muscle en viande aprés abattage

La viande est le produit de transformation du muscle aprés la mort de I’animal,
donc c’est le résultat de I’évolution post mortem du tissu musculaire squelettique (ou
strié) et du tissu adipeux. Apres I’abattage, le muscle est souple et extensible, il est le
siege de nombreuses réactions biochimiques. Il est considéré généralement que
I’évolution de la viande passe par trois phases successives : 1’état pantelant, la phase de
rigidit¢ cadavérique et la phase de maturation, c’est a ce stade que la viande peut étre

consommeée (Salifou et al ., 2013).

3.1. Etat pantelant

Selon OQuali (1991), juste aprés  I’abattage, 1’animal se trouve dans un état
pantelant, ce dernier se traduit par des contractions persistantes de la musculature
probablement causées par des excitations nerveuses. Sa durée est liée a la durée de survie
du systeme nerveux et n’excede pas 20 a 30 minutes. Son installation survient entre 2 a 4
heures apres la mort et dure de 24 a 48 heures apres I’abattage. Les muscles deviennent

progressivement raides et inextensibles.

3.2. Etatrigide

Le terme Rigor mortis vient du latin et signifie la rigidité de la mort, I'évolution
temporelle de la rigor mortis est liee aux modifications du métabolite dans le muscle et
son achevement correspond au point d’épuisement de 1’adénosine triphosphate (ATP)
(Greaser et Guo, 2012).

Sur le plan biochimique I’arrét de la circulation sanguine traduit par un arrét de
I’apport d’oxygene et de substrat énergétiques exogenes tells que le glucose, les acides
amines et les acides, ce qui provoque une diminution trés rapide du pouvoir d’oxydation
cellulaire et les réactions anaérobiques (glycolyse) persistent.

L’acidification progressive du muscle résultant de la transformation du glycogéne
en acide lactique sera associée avec un durcissement de ce dernier (Figure 3) (Dognon et
al., 2018).
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Figure 3. Evolution de la dureté du muscle post mortem au cours du temps (Ouali ,1991).

3.3. Etat maturé

Selon Sentandreu et al. (2002), la plupart des changements dans la texture de la
viande  post-rigor résultent  principalement  dun  affaiblissement de la  structure
myofibrillaire. La concentration en collagéne et son degré de réticulation. C’est une

phase qui differe en longueur par les conditions de refroidissement, de I’animal et de son

espece.

Une tendresse optimale peut donc étre atteinte en quelques heures dans les muscles
de poitrines de poulet et de dinde, mais le méme processus nécessiterait jusqu'a 4-6 jours
dans les muscles du porc et de l'agneau, et 10-15 jours chez les muscles de bovins. Une
des causes possibles de cette variabilité pourrait étre la différence de teneur en enzyme et
plus probablement dans le rapport enzyme / inhibiteur, un parametre reflétant I'efficacité
des systemes protéolytiques (Goll et al., 1989).
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4. Mécanismes impliqués dans le processus de maturation

Plusieurs facteurs biologiques et technologiques sont liés a la maturation du
muscle en viande : [I’action protéolytique des différents systemes enzymatiques, la
pression osmotique, la force ionique, la modification du pH, et la température de stockage
du muscle (Ouali, 1990).

La conservation de la viande a basse température est une condition préalable au
développement des principales qualités alimentaires, y compris la tendresse et la saveur
mais elle a un effet plutdét délétere sur la jutosité et la couleur (Ouali et al., 2006). Les
mécanismes impliqués dans [’attendrissement de la viande sont des phénomenes

enzymatiques et physico-chimiques.

4.1. Mécanismes enzymatiques

De multiples protéases endogénes sont impliquées dans le processus de
maturation et agissent selon des mécanismes différents de par leur site d’action, ou encore
leur régulations (ions, inhibiteur). Les enzymes comme les calpaines, des protéases a
cystéine dont I’action est régulée par les ions Ca?*, leurs inhibiteurs spécifiques et les

calpastatines ainsi que les phospholipides.

Plusieurs ¢études ont prouvés ce rdle, certaines vont jusqu’a lui accorder 95% de
I’activité protéolytique totale lors de I’attendrissage des viandes au cours de la maturation.
Par le rapport calpaine/calpastatine, le systeme protéolytique serait donc un bon marqueur
de la tendreté (Guillemin et al., 2009 ; Picard et al., 2010 ; Gicquel, 2016).

4.2. Mécanismes physico-chimiques

4.2.1.PH

Lors du repos le muscle de I’animal vivant a un pH de 7.4, mais juste aprés la
mort, le glycogéne musculaire (1% environ) se transforme quantitativement en acide

lactique (par un cycle trés complexe ou I’ATP a un role trés important). Cette acidité
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produite fait baisser le pH aux environs de 5.6. Néanmoins quelle que soit la quantité de
glycogene présente dans le muscle, il est impossible de descendre au dela d’un pH de 5.4.
A un pH inférieur a celui la, les enzymes glycolytiques sont inhibés (Ferguson et
Gerrard, 2014).

4.2.2. Température

La relation temps-température pendant le refroidissement de la carcasse (c’est-a-dire pendant
le développement de la rigor) a un effet profond sur la dureté myofibrillaire. De nombreuses
recherches ont été menées sur I’effet de la température du pré-rigor sur la sensibilité des muscles et
ont trouvé la présence d’un raccourcissement minimum d'environ 10% dans la région entre 15 et
20° C. Ils ont également identifié un raccourcissement de 20 a 40 ° C (jusqu’a 30% de

raccourcissement) (Hertzman et al., 1992).

Selon Dransfield (1994), le temps de stockage des cotelettes d’agneau est de 7 jours a une
température de 1 °C afin d atteindre 80 % de sa tendreté maximale (Tableau 2), alors qu’elle
n’atteint que 50 % aprés 4 jours de stockage. Pour une augmentation de 10 °C, le taux

d’attendrissage augmente 2 fois et le temps diminue donc de moitié.

4.2.3. Pression osmotique

La pression osmotique est une caractéristique physiologique importante des tissus
des plantes et des animaux. Pendant le rigor mortis, a mesure que l'acidification
musculaire progresse, des modifications de I'espace extracellulaire se produisent ce qui
semble étre fortement liés au pH et a sa vitesse de chute. Ces modifications représentées
par une augmentation peuvent s’expliquer par une augmentation rapide de la pression
osmotique et cela en raison d'un transfert d'ions vers l'espace cellulaire a travers la

membrane sarcoplasmique.

La solubilisation des protéines myofibrillaires engendre I’altération  des
structures contractiles résultat de 1’augmentation de la pression osmotique, [’action
protéolytique sera réguler et la maturation sera plus rapide dans le muscle (Bonnet et al.,
1992).
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Tableau 2. Temps d’attendrissage pour différentes especes ( Dransfield, 1994)

Le temps (jours) de stockage a 1 °C

50 % 80 %

Boeuf 4,3 10,0
Veau 41 9,5
Lapin 4,1 9,5
Agneau 3,3 7,7
Porc 1,8 4.2
Poulet 0,1 0,3

4.2.4. Capacité de rétention d’eau

Lors de la phase post mortem de la maturation, le pH chute et se rapproche du
point isoélectrique des protéines myofibrillaires (phi = 5). Ce qui va resserrer le réseau
protéiqgue myofibrillaire engendrant ainsi une diminution des espaces intra et inter-
myofibrillaires et une expulsion de 1’eau dans I’espace extracellulaire, puis a I’extérieur
de la cellule (Boakye et Mihal, 1993; Benaissa, 2016).

5. Qualité des viandes

La qualité de la viande prend en compte 4 composantes : la qualite technologique,
la qualité organoleptique, la qualité nutritionnelle et la qualité hygiénique, cette derniere
composante est essentiellement liée a la santé publique et nécessaire  pour la sécurité
sanitaire du consommateur. De ce fait, plusieurs aspects doivent étre respecté: la viande
ne doit contenir aucun résidu toxique, aucun parasite, ni étre le siege d’un développement

bactérien susceptible de produire des élements nocifs (Salifou et al, 2013).
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La qualité de l'agneau est influencée par des facteurs inhérents a 1’animal a
partir desquels les produits sont dérivés, tels que: I’dge chronologique, le poids a

I’abattage, et la race de I’animal (Hoffman et al., 2002).

5.1. Qualité hygiénique

La viande tout d’abord doit présenter, jusqu'a sa consommation, des
caractéristiques microbiologiques précises en plus de [l'apport de nutriments; elle
doit préserver la santé du consommateur. A ce titre elles ne doit pas étre le siege
d'un développement bactérien susceptible de produire des éléments nocifs, ni
présenter aucun résidu toxique, ces exigences sont bien évidemment reconnues par

la législation (Touraille, 1994 ; Bennani et al., 2016).

5.2. Qualité organoleptique

D’aprés Clinquart et al. (2000), elle regroupe les propriétés sensorielles a
I’origine des sensations de plaisir lors de leur consommation et qui est déterminée
par sa couleur, sa flaveur, sa jutosité et sa tendreté. Lors de son évaluation, tous les
sens peuvent étre impliqués comme la vue, le goit, 1’odeur, le toucher a la main ou

dans la bouche.

Ces  caractéristiques peuvent  é&tre mesurées  soit par des  évaluations
sensorielles, soit par des méthodes instrumentales mesurent ainsi les parameétres

physiques et chimiques liés aux caractéristiques organoleptiques.

5.3. Qualité technologique

Le pouvoir de rétention d’eau  représente I’aptitude de la viande a la
conservation et a la transformation. Le pouvoir de rétention d’eau est un parametre
qui influence la rentabilité du secteur de la transformation (perte au cours de la
conservation et la cuisson). Le pH influence de fagon trés importante I’aptitude a la

conservation et a la transformation des viandes (Clinquart et al. ,2000).

11
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6. Impact de la conservation sur la qualité de la viande

6.1. Flore bactérienne des viandes

Il est distingué deux différents groupes de germes microbiens  présents au
niveau de la viande, selon leurs effets au niveau du produit ou du consommateur
(Nkolo, 2007) :

-la flore bactérienne saprophyte ;

-et la flore bactérienne pathogéne.

6.1.1. Flore bactérienne saprophyte

Selon Belco et al. (2017), il y’a une grande possibilitt que les germes
saprophyte sont transférés lors des différentes étapes de I'abattage comme le
dépouillement et [I'éviscération, provoquant la putréfaction par sa présence massive,

dont Pseudomonas et Acinetobacter en font parties.

6.1.2. Flore bactérienne pathogéne

La viande peut étre  contaminée par des germes pathogénes et  pouvant
provoquer des Toxi-infections et dautres maladies infectieuses. Parmi ces
pathogénes sont souvent cités : Salmonella spp, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Clostridium perfringens et

Bacillus cereus (Figure 4) (Belco et al., 2017).
6.2. Altérations de la viande

Selon Bouillet et al. (1982), la maturation comme étant un processus
complexe entraine la perte de toute résistance organisée aux facteurs d’altération et
s'accompagne presque inevitablement de I‘action toujours néfaste des micro-
organismes. Vu la richesse de la viande en éléments biochimiques fermentescibles,
elle devient I’aliment le plus périssables. Le froid a un effet bénéfique sur la qualité
hygiénique néanmoins il a un effet préjudiciable sur 1’évolution de sa qualité

organoleptique (coloration due a I’oxydation, acidité, gott désagréable).

12
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Figure 4. Quelques bactéries pathogénes responsables de la Toxi-infections et des maladies
infectieuses (Salifou et al., 2013).
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Pour la réfrigération ou la température est voisine de 0°C, elle permette une
inhibition plus ou moins importante de 1’activit¢é microbienne et cela suivant le type
de germe mais aussi un ralentissement plus ou moins intense des réactions
chimiques et enzymatiques. Cependant la congélation cristallise les molécules d’eau

et réduit encore plus les actions indésirables.

D’aprés Salifou et al., (2013), il existe plusieurs types d’altérations classés
selon la température de conservation .L’altérations a basse température (< a 10 °C)
en fait partie ,C’est une putréfaction superficielle qui parvient par une prolifération

lente (une semaine ou plus).

En atmosphére séche des moisissures et des levures & la surface de la viande
(Aspergyllus, Thamnidium, Penicillium, Mucor, Candida, Monilia,) participant aux
réactions d’hydrolyse et d’oxydation des lipides. Cependant, des bacilles Gram
négatif comme les Pseudomonas, Acinetobacter, Alcaligenes, Flavobacterium, et
Enterobacteriaceae envahissent la viande en quelques jours en atmosphere humide,
et provoquent des modifications de couleur, d’odeur et I’apparition d’une couche

visqueuse a la surface.

6.3. Froid et durée de vie

D’aprées Rosset et al.(2002), les psychrophiles et les psychrotrophes sont
adaptés aux températures de réfrigération. Les microorganismes psychrophiles se
multiplies a 0°C et ont un optimum de développement de 15°C et leur température
maximum de croissance n'excede pas 20°C. Les microorganismes psychrotrophes
sont capables de se développer aux températures proches de 0°C; leur optimum se
situe entre 25 & 30°C et leur maximum vers 35°C.

Lorsque la température augmente, les microorganismes psychrotrophes sont
peu compétitifs avec la flore mésophile qui se développe entre 20 et 45°C avec un

optimum moyen a 37°C

Selon Bouillet et al. (1982), avec le refroidissement, les températures
minimales doivent étre maintenues entre 1° et 4°c car seules les températures
inférieures a + 4 °C évitent tout risque de croissance des agents pathogénes et la

production de toxines.
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La température de -18°C est nécessaire car les micro-organismes sont
progressivement rendus inactifs, mais la destruction n’est jamais totale. La cinétique
de la réduction des populations de micro-organismes dépend de sa nature, de la
température de stockage (réductions plus intense a -12 °c qu’a -18 °C) et de la
vitesse ~ de congelation (les micro-organismes résistent  mieux a la congélation
rapide qu’a la congélation lente). Un stockage d’un an a -18 °C détruira 90 a 99%
des micro-organismes qui étaient initialement présents dans le produit. Le rdle de
I’emballage est important pour éviter la lipolyse superficielle qui s’accompagne d’un
brunissement. En outre, la matiere grasse peut se détériorer par oxydation.
Néanmoins, le stockage réfrigéré (+ 4 °C) des viandes ne doit pas excéder 5 jours
(Bornert ,2000).
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1. Nom et origine

Le nom du genre Rosmarinus provient du latin ros, qui signifie "rosee" ,et marinus,
qui signifie "littoral”, il n’est donc autre que la " rosée de la mer " . Originaire du sud de

I’Europe, il fut importé par les Romains et cultivé en Angleterre (Santich et Geoff, 2013).

Largement cultivé dans le Bassin méditerranéen depuis l'antiquité, le romarin s'est
développé en France grace a Charlemagne. Ce dernier a imposé sa culture a tous les paysans.

Par la suite il sera connu et célebre dans I'Europe entiere (Moro Buronzo, 2008).

2. Taxonomie

D’aprés I’Association Tela Botanica (2011), la systématique botanique de la plante est

comme suit :
Ordre : Lamiales
Famille : Lamiaceae
Genre : Rosmarinus
Espéce : Rosmarinus officinalis
Sous-espece : Rosmarinus officinalis subsp. officinalis
Sous-espece : Rosmarinus officinalis subsp. palaui

3. Caractéristiques botaniques
3.1 Appareil végétatif
Dans des conditions appropriées , le buisson peut atteindre une hauteur de 2 m pour
une envergure de 1.5 m, ses feuilles , vert foncé coté face et gris argenté c6té pile , ainsi
mesurant environ 2.5 cm de long pour 3 mm de large , ses fleurs tubulaires labiées sont petites
environ 12 mm de long, et portées par de longs épis épais. Les tiges sont ligneuses et

coriaces. (Callery, 1998).
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3.2. Appareil reproducteur

De la famille des Lamiaceae (= Labiatae), les fleurs de Rosmarinus officinalis sont
enroulées par les bords, vertes et chagrinées a la face supérieure, blanches tomenteuses a la
face inférieure. Elles sont regroupées en petites grappes axillaires terminales disposées a

I’aisselle des feuilles.

Le calice bilabié a la forme d’une clochette ovale et duveteuse ; il est persistant et
comporte une lévre superieure formée de 3 sépales et une lévre inférieure a 2 lobes lancéolés.
La corolle est longuement tubuleuse , de 1.2 cm de large , bleu péle , lilas ou blanche ,elle est
souvent maculée de petites taches violettes ; la levre antérieure elle — méme est divisée en 3
lobes dont celui du milieu est large et concave ( Figure 5). Le fruit est un tétrakéne lisse et
globuleux, brun foncé, de 2.3 mm de long. La floraison a lieu de Mai a Juillet (Teuscher et
al., 2005).

Figure 5. Fleurs et feuilles de Rosmarinus officinalis.

4. Aspects variétaux

Il existe de nombreuses variétés de Romarin plus de 150 dans le monde et 25 variétés en
Algérie. Elles se différencient par la couleur de leurs fleurs, la forme de leurs feuilles et leur

taille maximale (Tableau 3).
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Tableau 3. Quelques variétés de Rosmarinus officinalis d’apreés Bremness (2005).

Variétés

Nom

Caractéristiques

Rosmarinus officinalis

Romarin a fleurs

Fleurs ayant parfois des veines de couleurs

Alba ou Albus blanches lavande, fleurs blanches.
Rosmarinus  officinalis Romarin Forme rampante, feuilles étroites et fleurs de
Prostratus "Prostratus” couleur bleu vif.

Rosmarinus officinalis

Severn Sea

Romarin "Severn

Sea

Forme semi rustique recourbée, fleurs bleues

tendant vers le violet et feuilles minces.

Rosmarinus officinalis
Suffolk Blue

Romarin " Suffolk

Blue "

Petites fleurs bilabiées de couleur bleu ciel.

Rosmarinus officinalis

Miss Jessop's Upright

Romarin "Miss

Jessop's Upright™

Cultivar rustique, idéal pour les haies,

croissance verticale, feuillage dense de

couleur vert fonce et fleurs pales.

Rosmarinus officinalis

Rose de Majorque

Romarin " Rose

de Majorque "

Cultivar semi rustique a fleurs roses clair et

pales, feuilles vert foncée.

Rosmarinus officinalis

Bicarré

Romarin

"Bicarré"

Forme variable a feuilles vert foncé et jaune,

point dorée et feuilles coriaces.

5. Répartition biogéographique et culture

Plante trés connue, originaire des régions méditerranéennes et de I'Asie, il

est

spontané dans les régions du sud de I'Europe. Il est cultivé dans le monde entier a partir de

semis ou de boutures au printemps. Il

apprécie les climats chauds, modérément secs. |l

peut résister aux sécheresses mais il est relativement rustique dans les climats froids ou il

fleurit toute 1’année (Callery, 1998 ; Iserin, 2001).

Les Principales régions de cultures: Les pays méditerranéens ( Espagne ,Portugal , sud

de la France , nord de I’Afrique ) , le groupement des Etats Indépendants (Crimée ), I’Inde ,
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les Philippines , les Antilles , I’Afrique du sud , 1’Australie , les Etats-Unis et le Mexique
( Teuscher et al., 2005 ).

6. Composition chimique du romarin

La composition chimique de la plante dans son ensemble dépend du lieu de
croissance ainsi que du moment de la récolte dans le cycle végétatif (idéal quand le
végétal a le maximum d'essence) (Staub et Bayer, 2013 ; Leplat, 2017).

Selon Teuscher et al. (2005), les principaux composés rencontrés chez Rosmarinus
officinalis sont: les huiles essentielles, diterpenes tricycliques, acides phénols, flavones

méthylées, triterpenes et stéroides et autres constituants (Figure 6, Tableau 4).

Selon Goetz et Ghedira (2012), la pharmacopée francaise retient deux types
de produit (chimiotypes) :
— Type Espagne : 16-25 % de 1,8-cineole, 18-26 % de a-pinéne, 8-12 % de
campheéne et 13-18 % de camphre ;

— type Maroc et Tunisie : 38-55 % de 1,8-cinéole, 9-14 % de a-pinene, 2,5-6 %

camphéne et 5-15 % de camphre.

OH
OT\O:@OH
o
=0
HO
OH

Rosmarinic acid Carnosic acid Carnosol
CH,
H
H.,C_ CH, CH, S H,C_ _CH,
(o) H,C
CH, H
CH,
H.C CH HO
3 o > CH, H.C CH,
OH
Camphor 1,8-Cineol wu-Pinene Borneol a-Terpineol

Figure 6. Structures chimiques des principaux composés du Rosmarinus officinalis L.

(Wollinger et al., 2016)
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Tableau 4. Constituants chimiques du Rosmarinus officinalis (Goetz et Ghedira, 2012).

Eamilles Constituants

Huile essentielle (14 2,5 %). Camphre, 1,8-cinéole, a-pinene, bornéol, acétate
de bornyle, camphéne, a-terpinéol, B-pinéne, -

caryophilléne, myrcene...

Diterpénes phénoliques tricycliques. Acide  carnosolique,  carnosol, rosmanol,

rosmadia...

Flavonoides. Hétérosides de la lutéoline, de la diosmétine -

Flavones méthoxylées : genkwanine et dérivés,

cirsimaritine, scutellaréine.

Acides phénols (3,5 %) = « tanins des Acide caféique, chlorogénique, rosmarinique.

Labiatées ».

- ) . 0 N 7 9 .
Triterpénes, stéroides. Acide oléanolique (10 %), dérivés de I’acide

ursolique et a- et f-amyrine (5 %).

Lipides (cuticule cireuse des jeunes n-alcanes, isoalcanes, alcénes.

feuilles).

- . 5 .
Constituants divers. Polysaccharides acides (6 %), traces de salicylate.

7. Diverses utilisations de Rosmarinus officinalis L.

Le romarin (Rosmarinus officinalis L.) est wune plante d’une importance
considérable par son utilisation dans divers domaines. Les herbes de romarin ont été
largement utilisées dans la médecine traditionnelle et cosmétique. Ils sont également utilisés

comme agents aromatisants dans les aliments (Bousbia et al., 2009)

D’aprés Wollinger et al.(2016), les huiles essentielles de Rosmarinus officinalis
sont également d’une grande importance qui est traduite par ses nombreuses utilisations
médicinales dues a ses puissantes propriétés antibactériennes, cytotoxiques, antimutagenes,

antioxydantes et antiphlogistiques.
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7.1. Cosmeétique

L'extrait des feuilles est largement utilisé dans les cosmétiques, il entre
dans la composition de plusieurs produits tels que les savons, les détergents, les
shampoings antipelliculaires, les crémes, les lotions et les parfums (en particulier les
eaux de Cologne et les eaux de toilette). Le niveau d’utilisation maximal signalé est

de 1% (Bremness, 2005 ; Y Leung et Foster, 2010).
7.2. Médecine

Au Maghreb, son utilisation comme reméde remonte a bien longtemps, le romarin
est une plante condiment qui a le mérite de guérir beaucoup de maux, c’est un antiseptique,
cholérétique, cholagogue et antispasmodique (Baba Aissa, 1990). La plante est également
utilisée en usage externe comme cicatrisant, antirhumatismal et antinévralgique (Fabre et al.,
1992).

7.3. Agroalimentaire

Les feuilles et extraits de romarin sont utilisés dans I'industrie agroalimentaire. 1ls
servent d'antioxydant et de conservateur dans la viande et les produits a base de viande et les
produits alimentaires riches en graisses (Teuscher et al., 2005). 1l est utilisé dans les
boissons alcoolisées et non alcoolisées, les desserts glacés a base de produits laitiers, les
bonbons, les produits de boulangerie, les gélatines et les puddings, , ainsi que les condiments
(Y Leung et Foster,2010)

Le romarin est inscrit au Codex alimentarius par le code SIN 392, et classé comme
un antioxydant. L'extrait de Rosmarinus est autorisé depuis 2010 dans I'Union Européenne et
est ajouté dans : des huiles de poisson, des matiéres grasses et huiles attribuées a la friture
(hormis l'huile d'olive), des graisses de volaille, beeuf et mouton, certaines matiéres grasses,

des produits de boulangerie fine, des sauces,...etc.

8. Propriétés biologiques des substances bioactives du romarin

Selon Ochoa et al. (2017), le romarin (Rosmarinus officinalis L.) est une
plante a forte teneur en composés bioactifs ayant différentes activités
pharmacologiques,  notamment  antimicrobiennes,  diurétique,  anti-inflammatoire,
hépato protecteur, antioxydant, anticancéreux, antidiabétiques et anti-obésite. De

nombreuses études ont montré que la majorité de ces activités biologiques sont liés
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principalement aux composés  phénoliques. Les activités antioxydants et
anticancéreuses ont été liées a la présence de diterpenes de type abiétan, tels que
I'acide carnosique ou carnosol ainsi que des triterpénes, des acides phénoliques et

des flavonoides.

Selon Jannavi et Srinivasan (2016), l'extrait de romarin a une activité
antioxydante  importante,  provenant  principalement de  deux  composants
antioxydants  essentiels appartenant aux classes des acides phénoliques, des
flavonoides et des diterpénoides, & savoir le carnosol et l'acide carnosique. L'acide
rosmarinique, un dérivé de l'acide caféique, et I'acide hydroxy-hydrocaffeique ont

démontré une forte activité antioxydante.

Les principaux constituants responsables de 1’activité pharmacologique
sont: le 1,8-cinéole (52,2%), le camphre (15,2%) et 1’a-pinene (12,4%). Au cours
des derniéres années, plusieurs travaux ont démontré [’activité antiproliférative des
composes phénoliques du romarin dans difféerents modeles de cellules cancéreuses,
comme dans le cancer de la prostate, neuroblastome, cancer colorectal ou cancer de
I'ovaire (Ochoa et al., 2017).

Rosmarinus est une source trés riche en substances bioactives dotées d’activité
antimicrobienne telles que carnosol, acid carnosique, methyl carnosate, acide rosmarinique et
isorhamnetin-3-O-hexoside .Ces composés phénoliques sont de fort antibacteriens. Les huiles
essentielles du romarin ont aussi montré une bonne activité antimicrobienne, il a été démontré
que o-pinéne exerce une bonne inhibition vis-a-vis Staphylococcus aureus (Amar et al.,
2017).

9. Mécanismes impliqués dans I’activité antimicrobienne

Le mécanisme impliqué dans [Dactivité antimicrobienne n’est pas encore
élucide, mais il a été suggéré que la structure lipophile de ces composés leur permet
de s'insérer dans la membrane bactérienne ou leur groupe donneur de liaison
hydrogéne  pourraient interagir avec les groupes phosphorylés de la membrane.
L’acide carnosique joue le role de modulateur du flux de bromure d'éthidium,

responsable de la perméabilité de la membrane (Birtic et al. ,2015).
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Selon Burt (2004), les propriétés antibactériennes des huiles essentielles
sont associées a leur caractere lipophile et leur groupe fonctionnel. Ainsi les huiles
essentielles interagissent avec les processus associés a la bicouche phospholipidique,
y compris le transport d'électrons, ions, translocation des protéines, phosphorylation
et dautres réactions dépendant de I'enzyme, entrainant une augmentation de la
perméabilité de la membrane cellulaire  des bactéries. 1l est  suggére que les
bactéries Gram (-) sont plus résistantes aux propriétés antibactériennes des
composés des huiles essentielles que les bactéries Gram (+) parce qu’elles ont un
effet externe sur la paroi lipopolysaccharidique entourant le peptidoglycane, ce qui
limite l'accés de ces composes. Cependant, les composes hydrophobes des huiles
essentielles sont capable d'atteindre le périplasme de bactéries Gram (-) par les

protéines situées dans la membrane externe.

Jiang et al. (2011), ont confirmé [D’action inhibitrice des huiles essentielles
contre trois bactéries a Gram positif (Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
aureus et Bacillus subtilis), trois bactéries a Gram négatif (Proteus vulgaris,
Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli) et deux champignons (Candida
albicans et Aspergillus niger) .Le 1,8-cinéole et le-pinéne ont montré une activité
antibactérienne et  une activité antifongique prononcée contre tous les microbes

testés.
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Conclusion :

Toute méthode de conservation a pour objectif d’empécher 1’altération des
produits au cours de la conservation et de préserver sa qualité organoleptique,

microbiologique et nutritionnelle.

Cette synthése bibliographique nous a révelé que les découvertes
scientifigues des principaux composés bioactifs des plantes ne cessent d’étre
exploitées  remarquablement dans  I’industrie  agroalimentaire et  s’intégrent
pleinement avec les nouvelles techniques de conservation en permettant de
prolonger encore plus les durées de stockage des denrées alimentaires, tout en

¢vitant I’'usage des additifs chimiques a effets néfastes pour la santé.

I semble évident que [Iutilisation potentielle de différents composés
bioactifs des végétaux pour réduire ou maitriser la présence d'agents pathogenes
microbiens dans certains produits alimentaires tels que la viande peut constituer une
alternative intéressante a [’utilisation de certains additifs tels les nitrates et les
nitrites , dont plusieurs auteurs (DellaValle et al.,2014; Oostindjer et al.,2014;
Cantwell et Elliott ,2017) s’accordent a dire qu’ils sont le plus responsables du

cancer colorectal .

Apparemment, les extraits du Rosmarinus officinalis peuvent non seulement
favoriser la bonne conservation de la viande par leurs actions antioxydantes et

antimicrobiennes, mais peuvent aussi améliorer sensiblement sa qualité diététique.
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1. Hypotheése et intérét de I’étude

1.1. Hypothese

De nombreuses étudesin vitro menées sur les composés phénoliques ont
confirmés qu’ils peuvent agir comme agents antimicrobiens contre un grand nombre
de microorganismes pathogénes, avec des spectres d'activités variables. Le romarin
est une plante tres riche en ces composes bioactifs capables donc d’inhiber la flore
microbienne de la viande conservée a 4°C en augmentant ainsi sa durée de

stockage.

1.2. Intérét de I’étude

L’utilisation  d’extraits  bioactifs des plantes médicinales constitue un
domaine trés intéressant ou les efforts de recherche et de développement devraient
étre orientés sur les processus de transformation et de conservation susceptibles de

mieux garder la qualité des aliments et prolonger leurs durées de conservation.

L’objectif de ce travail consiste donc a déterminer I’activité antimicrobienne
des extraits phénoliques de romarin vis-a-vis de I’évolution de la flore microbienne
de la viande ovine lors de la conservation a 4°C.

2. Matériels et méthodes

Cette étude a été menée au niveau du laboratoire de technologie alimentaire
et nutrition sise au site Il (ex: INES de chimie) relevant de I'universit¢é Abdelhamid

Ibn Badis Mostaganem.
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2.1. Matériels

2.1.1. Matériels biologiques
a) Romarin

Les échantillons de Rosmarinus officinalis L. ont été collectés a la
floraison au mois de Mars au niveau du djebel morghad situé a Ain Sefra
au sud-ouest de 1’Algérie. Située a 32° 45’ 20" latitude nord et a 0° 35° 09" de
longitude ouest de Greenwich.

Les sommités, feuilles et tige fraiches de la plante ont été récoltés et
transportés dans des sacs de jute a 25°C au laboratoire pour analyse et usages
antérieurs. Les échantillons arrivés au laboratoire ont été  séchés a température

ambiante a I’air libre, puis stockées a I’ombre et a 1’abri de la lumiére (Figure 7).

Figure 7. Aspect de Rosmarinus officinalis aprés I’opération de séchage.
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b) Viande

L’¢tude a port¢ sur I'une des viandes rouges la plus consommée par Ila
population Algérienne a savoir la viande ovine provenant des hauts plateaux, de la
région de Bougtob wilaya d'El Bayadh (34°1'60" N, 0°4'60" E).

Aprés le sacrifice les carcasses d’animaux ont été immédiatement
entreposées au froid a 4°C dans une chambre froide pendant une durée de ressuyage
de 18 heures. Les prélevements de la viande ont concerné uniquement la partie
gigot des ovins entreposés chez le boucher. Une prise de 3,6 kg de gigot a eté
ensuite effectuée aléatoirement d’une carcasse d’animaux ressuyée, puis découpée

aseptiqguement en 18 morceaux de 200 g.

Les échantillons de viande ont été enfin déposés dans un sachet stérile et
transporté dans une enceinte froide au laboratoire ou chaque morceau de 200 g de
viande est placé selon les bonnes pratiques de manipulation dans une barquette de

polystyréne.
2.1.2. Materiel de laboratoire
Le matériel utilisé dans cette étude a concerné :
- Trois étuves réglées a différentes températures (30°C, 37°C, et 44°C) ;
-Un rota vapeur ;
- Pompe a vide ;
- Plaque chauffante avec agitation ;
-Vortex ;
- Balance électronique de précision ;
- Autoclave ;
- bain-marie ;
-Micropipette ;

-Autres matériel : sachets stomacher, ciseaux, bec Bunsen, papiers filtres, papiers

aluminium, spatules et boites de Pétri ;

- Verrerie : flacons, pipettes, béchers, tubes et erlenmeyers.
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2.1.3. Solvants, réactifs et milieux de culture

Les produits utilisés dans 1’étude figurent dans le (Tableau 5).

Tableau 5. Solvants, réactifs et milieux utilisés.

Réactifs |Produits

Ethanol

Eau distillée
NaCl

H:0:

Plasma humain dans des
tubes a hémolyse

Kovac

Milieux |Milieu Chapman
utilisés
Milieu PCA
Bouillon nutritif

Bouillon Schubert muni
d'une cloche de Durham

Milieu PCA

Milieu VRBL

Milieu King A

2.2. Méthodologie

2.2.1. Méthode d’extraction

Utilisations

Extraction des composés phénoliques.
Préparation de I'eau physiologique.
Préparation de I'eau physiologique.
Test de catalase.

Détermination de la coagulase de Staphylococcus
aureus.

Mise en évidence de la production d’indole par les E.
coli.

Recherche et dénombrement de Staphylococcus aureus.

Recherche et dénombrement de la flore psychrotrophe.
Test de coagulase.

Confirmation de la présence d’E. coli.
Recherche et dénombrement des germes totaux.

Recherche et dénombrement des coliformes thermo-
tolérants.

Recherche et dénombrement de Pseudomonas.

Selon la méthode de Sultana et al., (2009) 10 g de poudre du romarin est

mise en macération dans le solvant d'extraction (eau distillée 20 ml et éthanol 80
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ml). Le mélange est soumis a une agitation magnétique durant 6 h a la température
ambiante et a I’abri de la lumiére. Le filtrat obtenu est ensuite évaporé sous vide a
I’aide d’un évaporateur rotatif (Figure 8). L’extrait concentré riche en composés
phénoliques bioactifs récupéré a été enfin conservé au réfrigérateur (4°C) pour une

utilisation ultérieure.
Matiére végétale broyée 10g

Macération/6h
a T° ambiante sous
agitation

Solvant100ml (80/20)
(Ethanol, eau)

Filtration

Evaporation sous vide a 45°C

Extrait pur riche en Composés
Bioactifs

Stockage au réfrigérateur a
4°C

Figure 8. Etape d’extraction des composés bioactifs du Rosmarinus officinalis.

selon le protocole de (Sultana et al., 2009).

2.2.2. Stérilisation du matériel

Tout le matériel de travail (les tubes a essai, verreries, papier wattman....)

et les milieux de culture et I’eau distillée ont été stérilisés a ’autoclave a 121°C
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pendants 15 minutes. Les barquettes et le film plastique ayant servi a la conservation
des viandes ont été stérilisés avec des rayons UV.

2.2.3. Préparation des dilutions d’extraits

Des concentrations de I’extrait a des taux variables de 20, 40, 60, 80 et 100%,
respectivement ont été effectuées avec de I’ecau distillée stérile (Figure 9); ils

représentent les solutions de travail a base de composée bioactifs de  Rosmarinus
officinalis (Figure 10).

Extrait pur riche en Composés

Bioactifs
Dilution a I’eau distillée
(20, 40, 60, 80,100) % v
/
N N7 N N N
2 ml 4ml 6 ml 8 ml 10 ml Extrait

Oml Eau distillée

iiiii

20%  40% 60%  80%  100%

Figure 9. Préparation des différentes solutions expérimentales.

0 i i

809«

Figure 10.Concentrations de I’extrait hydroéthanolique a base de composés phénoliques de

Rosmarinus officinalis.
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2.2.4. Traitement de la viande

Des échantillons de 200 g de viande ovine de gigot, ont été tout d’abord
déposés dans des barquettes de polystyrene, ensuite vaporisés avec 6 ml d’extrait
préparé a différentes concentrations (20,40 ,60,80 et100%) .enfin ils ont été

couverts par un film alimentaire stérile, et conservés a 4C° au réfrigerateur.

Chaque traitement a été  effectué en triples essais sur un nombre de 03
morceaux de viande. Il est important de noter la série de 3 morceaux de 200 ¢

chacune d’échantillon témoin et qui n’ont subi aucun traitement

Les controles microbiologiques ont été effectués périodiquement au 1% 3™  5éme

7M€ et 98Me jour de stockage des échantillons expérimentaux au froid positif de 4°C.
2.2.5. Analyses microbiologiques

L’objectif de 1’analyse microbiologique est de rechercher et de quantifier
le nombre de colonies de certains microorganismes responsables de l'altération de la
viande au froid et qui doivent se trouver en quantité inférieure aux normes définies

selon le journal officiel de la république Algérienne.

L’analyse microbiologique s’est basée sur le dénombrement de 1’essentiel
des germes responsables de I’altération de la viande aprés traitement a différentes
doses  d’extraits hydroéthanoliques de romarin riches en composés phénoliques |,
dont: germes aérobies a 30°C, Pseudomonas, Flore psychrotrophe, coliformes

thermotolérants, E.coli et Staphylococcus aureus.

2.2.5.1. Préparation de la solution mere

Avant d’entamer les analyses microbiologiques, il a été procédé tout d'abord
a la préparation de I’ecau physiologique constituée de 1’eau distillée stérile a 9 % de
NaCl.

Le diluant ainsi obtenu est réparti dans des tubes et des flacons, et stérilisé a
l'autoclave a 121 °C pendant 20 minutes.

Une prise d’échantillon de 25 g de viande de chaque barquette a été mise

dans un sachet stomacher mélangée avec 225 ml d’eau physiologique, puis broyée
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et homogénéisée pendant quelques minutes dans le sachet. Des dilutions décimales
allantes de 1072 a 102 et a 10™ ont été préparées a partir de la solution mere dans

de I’eau physiologique.
2.2.5.2. Préparation des milieux de culture

La préparation de milieu de culture P.C.A specifique pour le dénombrement
des germes totaux et la flore psychrotrophe, consiste a faire dissoudre 20,5 g de
poudre PCA dans 1 litre d'eau distillée.

Concernant le  milieu de culture Chapman spécifique pour le dénombrement
des Staphylococcus aureus, il a été préparé avec 111 g de milieu déshydraté dans 1

litre d’eau distillée.

Pour le milieu de culture VRBL destiné au dénombrement d’E. Coli et des
Coliformes thermotolérants, 38,5 g de milieu déshydraté VRBL ont été dissoute

dans 1 litre d’eau distillée.

Enfin le milieu King A utilisé pour le dénombrement des Pseudomonas a été
préparé en melangeant 38 g de poudre déshydraté King dans 1 litre d’eau distillée.

Lors de la préparation, les milieux sont chauffés lentement avec agitation
jusqu'a dissolution compléte, puis portés a eébullition, ensuite répartis dans des

flacons de 250 ml et stérilisés a ’autoclave & 121°C pendants 20 minutes.

2.2.5.3. Dénombrement des germes totaux a 30°C

Considéré ~ comme étant des microorganismes responsables de 1’altération
rapide du produit, les germes totaux  peuvent se multiplier a une température
optimale de croissance comprise entre 25 et 40°C. Le dénombrement de ces germes
a été réalis¢ par la méthode d’ensemencement en profondeur sur la gélose (PCA),

suivie d’'une incubation a 30°C pendants 24 a 72 heures.
La technique consiste a :

-Mettre aseptiqguement devant un bec Bunsen 1 ml de chaque dilution décimale

(1072, 107 et 107*) dans une boite de Pétri respectivement ;

-Compléter ensuite les boites avec environ 15 ml de gélose PCA fondue et refroidie
a47°C;

-Mélanger les boites couvercle fermées en effectuant un mouvement en forme de 8 ;

32



Partie02 : Méthodologie expérimentale

-Laisser solidifier les boites sur paillasse ;
- Etuver les boites a 30°C.
2.2.5.4. Dénombrement des Coliformes thermotolérants

Leurs présences dans un aliment est une preuve indiscutable d'une
contamination fécales, indiquant par conséquent un risque de présence de germes
pathogénes dont : Escherichia coli, Bactéries anaérobies sulfito-réductrices,
Streptocoques  fécaux, Coliformes et Entérobactéries. Ces germes présentent

I'aptitude a se multiplier a 44°C.

Le dénombrement des coliformes feécaux a été réalisé par la méthode
d’ensemencement d’une prise de dilution d’échantillon de viande a analyser en
profondeur sur une gélose (VRBL) en double couche. L’incubation de la culture

microbienne a été effectuée a une température de 44°C pendants 24 heures.

La technique de dénombrement consiste a :

-Déposer 1 ml de chaque dilution décimale (1072, 10 et 107™*) dans des boites de
Pétri ;

-Mettre ensuite au-dessus environ 15 ml de gélose PCA fondue puis refroidie a
47°C,

-Mélanger les boites couvercle fermées en faisant des mouvements en forme de 8 ;

-Laisser solidifier le milieu de culture puis ajouté une deuxieme couche de gélose
VRBL ;

-Laisser Solidifier le milieu une seconde fois et procéder a [’étuvage des boites a

44°C pendant 24 heures.

2.2.5.5. Confirmation de la présence d’E. Coli

Le test confirmatif de la présence d’E.coli est effectué sur le  milieu
Schubert muni d'une cloche de Durham, aprés incubation des tubes ensemencés a
44°C pendant 24 heures. L’anneau rouge qui se forme aprés adjonction de quelques
goute de réactif de Kovac suite a une production d’indole est un signe positif de la

présence d’E. Coli.
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2.2.5.6. Dénombrement des Staphylococcus aureus

Le dénombrement des Staphylococcus aureus est réalisé par la méthode
d’ensemencement d’une prise de dilution microbienne en surface sur une gélose

(Chapman), suivie d’une incubation a une température de 37°C pendants 24 heures.
La technique de dénombrement répond aux étapes suivantes :
-Verser environ 15 ml de gélose dans une boite de Pétri et laisser solidifier ;

- Ensemencer par etalement uniforme de 0.1 ml d’une prise de dilution décimale
d’échantillon de viande sur la totalitt de la surface de la gélose a I1’aide d’une

pipette pasteur en forme de rateau ;
-Etuver a 37°C pendant 24 heures.
Test de confirmation

La confirmation de la présence des Stapylococcus aureus apres culture sur
milieu spécifigue de Chapman est réalisé par les tests de catalase et de coagulase .En

effet, Staphylococcus aureus est a catalase et coagulase positives.

Le test de catalase consiste a déposer une goutte d’ H2O2 sur une lame de
verre propre, puis a prendre une colonie isolée présumée de S.aureus et la mettre en
contact avec l’eau oxygénée. La bactérie est a catalase positive s’il y a effervescence

et formation de bulles sur la lame, I’observation est immédiate.

Le test de coagulase est effectué par repiquage d’une colonie suspecte
dans un tube de 5 ml de bouillon nutritif, suivi d’une homogénéisation et d’une
incubation a 37°C. 24 heures aprés activation, prendre 0.5 ml de la culture et ajouté
0.5 ml de plasma humain dans un tube a hémolyse. Le mélange est incubé a 37°C.
Le plasma coagule en moins de 24 h, la présence de staphylococcus aureus est

confirmée.

2.2.5.7. Dénombrement de Pseudomonas

Le dénombrement des Pseudomonas est réalisé suite a un ensemencement
d’une prise de dilution d’échantillon microbien en profondeur sur une gélose (King

A), accompagnée d’une incubation & une température de 37°C pendants 24 heures.
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Le dénombrement s’opére comme suit :

- Prélever 0,1ml de chaque dilution avec une micropipette et la mettre dans une boite
de Pétri ;

-Verser environ 15 ml de gélose refroidie a 45°C et laisser solidifier ;
-Incuber a 37°C le mélange de boites pendants 24 heures.
2.2.5.8. Dénombrement de la Flore psychrotrophe

La flore psychrotrophe est responsable des toxi-infections alimentaires et
d'altération de la qualitt marchande des denrées, elle se caractérise par sa tolérance

de croissance aux températures de 3°C et 5°C.

Son dénombrement est effectué aprés culture sur un milieu PCA et une incubation a

4°C pendants 10 jours.
2.2.6. Lecture

Une premiére lecture est effectuée aprés 24 h. Si la croissance n’est pas
importante, les boites sont remises pour incubation jusqu’au terme des 48 h; a ce

moment le dénombrement est alors réalisé.

Le comptage du nombre des colonies sur les boites est déterminé selon la

formule suivante :

> (nombre de colonie x I’inverse de la dilution).

Nombre de colonies =
Nombre de dilutions
3. Traitement statistique

Les résultats exprimés en moyennes accompagnés des écarts types
respectifs ont été traités statistiquement par un logiciel Stat Box 6.4.Les données de
chaque variable mesurée ont été traitées statistiquement par une analyse de variance
monofactorielle en randomisation, suivie d’une comparaison des moyennes deux a
deux selon le test de Newman et Keuls. Les groupes homogénes de comparaison des

moyennes ont été releves aux seuils de probabilité de p<0.05 et p<0.01.
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1. Résultats

1.1.Germes totaux a 30°C

L’effet des concentrations en extrait éthanolique de Rosmarinus officinalis

riche

en composes phénoliques sur les variations du nombre de germes totaux des viandes

traitées au cours de la conservation au froid positif de 4°C pendants une période de

stockage de 9 jours est illustré dans le (Tableau 6).

Tableau 6. Effet des concentrations d’extrait éthanolique a base de composés phénoliques de

romarin sur I’évolution du nombre de germes totaux (UFC/g) des viandes traitées.

Dose Norme
extrait 0 20 40 60 80 100 Effet des JORA 2017
(%) concentrations
Jours d’extrait m M
J1 222.102 165.102 | 103.102 81.102 131.102 116.102 NS
J3 70.103 263.102 | 224.102 221.102 | 131.102 108.102 NS
5.105 | 5.10¢
J5 191.108 162.10% | 169.103 134.108 111.108 88.103 NS
J7 IND IND IND IND 140.103 92. 103 -
J9 IND IND IND IND IND IND -

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes avec un nombre de répétitions n=3;
( concentrations en extraits phénoliques a I’éthanol de Rosmarinus officinalis) ; p<0.05 : Effet significatif du facteur étudié ; NS : Effet non significatif du
facteur étudié ; a, b, c, d : groupe homogéne de comparaison des valeurs moyennes deux a deux selon le test de Freidman; m: valeur en dessous de
laquelle la qualité du produit est considérée comme satisfaisant ; M : seuil limite d'acceptabilité au-delad duquel les résultats ne sont plus considérés ;

J : jours ;IND :nombre indéterminé de germes.

p<0.01 effet hautement significatif du facteur étudié

Le nombre de germes totaux n’a pas varié significativement (p>0.05) durant

les 5 jours de conservation des viandes. Quoique les viandes traitées avec les extraits

préparés a 80 et 100 % ont présenté la plus faible prolifération microbienne.
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Au 7°™  jour de stockage le traitement a 80 et 100% d’extrait de la plante
s’avére maintenir une faible contamination (92 a 140.10° UFC/g) par rapport aux
autres traitements ou le nombre de germes totaux recensé dans la viande été
indéterminé.

Au terme de la conservation, la charge microbienne en germes totaux été
tres élevées quelque soit le traitement aux extraits de la plante de la viande; avec

des nombres indénombrables de germes.

1.2.Coliformes thermotolérants

Le niveau de contamination aux coliformes des viandes traitées aux
concentrés d’extraits éthanoliques a base de composés phénoliques de Rosmarinus
officinalis au cours de 9 jours de stockage au froid positif de 4°C est représenté dans
le (Tableau 7).

Le nombre de coliformes a varié de 0 a 39.102 UFC/g dans la viande traitée
ou non avec I’extrait de romarin. Aux 3°M 7°M et 9°™ jours d’entreposage la
prolifération des germes s’avere  inversement proportionnelle (p<0.01) aux taux
d’extrait de la plante ajoutés a la viande; soit des variations de 50 a 19 UFC/g au
3°M Jour, de 36.102 & 0 UFC/g au 7°™ jour et de 39.102 & 0 UFC/g au 9°™ jour de
stockage des viandes ayant subi respectivement une adjonction d’extrait phénolique

de romarin variable de 0 a 100%.

Au cours du stockage I’évolution du nombre des coliformes n’était pas
similaire dans I’ensemble des échantillons, A une concentration de 100% le nombre
a chuté remarquablement & 0 UFC/g dans la viande traitée et ceci a partir de 5™

jour jusqu’au 9°™ jour de conservation.

Au-dela du 5°™ jour, les échantillons de viande traités avec  les solutions
d’extrait de romarin préparées a 0, 20 et 40% sont fortement contaminés (p<0.01)

par & ceux traitées a 60,80 et 100% d’extrait de la plante.
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Tableau 7. Effet des concentrations d’ *extrait éthanolique de romarin sur le niveau de
contamination des viandes aux coliformes thermotolérants(UFC/qg).

Dose Norme
Jextrait 0 20 40 60 80 100 Effet des JORA 2017
(%) concentrations m M
Jours d’extrait
J1 22 11 22 22 11 22 NS
J3 502 21b 330 33b 19> 19> P<0.01
*%*
103 104
J5 42.10 125.10 138.10 55 33 0 NS
J7 36.10%2 238.10% | 118.10% 66° 22b ob P<0.01
**
J9 39.102 268.10 133.10 11 0 0 P<0.01
*%*

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes avec un nombre de répétitions n=3; p<0.01 effet hautement significatif du facteur étudié
( concentrations en extraits phénoliques a I’éthanol de Rosmarinus officinalis) ; p<0.05 : Effet significatif du facteur étudié ; NS : Effet non significatif du
facteur étudié ; a, b, c, d : groupe homogéne de comparaison des valeurs moyennes deux a deux selon le test de Freidman ; m: valeur en dessous de
laquelle la qualité du produit est considérée comme satisfaisant ; M : seuil limite d'acceptabilité au-delad duquel les résultats ne sont plus considérés ;
J:jours.

1.3. Escherichia coli

Un repiquage des colonies suspectes d’E. coli sur milieu Schubert a donné
aprés incubation a 44°C pendant 24 heures un résultat négatif de présence du germe
exprimé par la formation d’un anneau vert et I’absence de dégagement de gaz dans

le tube.

L’absence d’E. Coli dans la viande tout au long de sa conservation est aussi

un bon indicateur d’absence de contamination fécale.

38



Partie03 : Résultats et discussion

1.4.Pseudomonas

L’observation et la lecture des colonies de  Pseudomonas ont été réalisées
apreés 48 heures d’incubation. Les résultats sont présentés dans le (Tableau 8). C’est
des colonies fluorescentes représentées par une coloration brun jaunatre. Du 1% au
9°me jour de stockage a 4°C , les échantillons de viande ont connu une nette
augmentation du nombre de Pseudomonas; alors qu’au contraire ceux traités a des
doses de 60, 80 et 100% d’extrait de romarin ont accusé des baisses de 287.10 a
36.10, de 210.10 a 44 et de 41.102 a 22 UFC/g, respectivement .

Tableau 8. Effet des concentrations d’extrait éthanolique a base de composés phénoliques
de romarin sur I’évolution du nombre de Pseudomonas (UFC/g) des viandes traitées.

Dose Norme
Jextrait 0 20 40 60 80 100 Effet des JORA 2017
(%) concentrations | m M
Jours d’extrait
J1 32.102 46.102 47.102 287.10 | 210.10 | 41.107 NS
J3 35.1022 | 50.10%% | 44.10%> | 110.10¢ 31.10¢ 166¢ P<0.01
*%x
105 | 10¢
J5 48.10% | 55.10% 96.10¢ 75.10¢ 1114 444 P<0.01
**
J7 55.10%2 | 58.10% 81.10° 42.10¢ 55¢ 22¢ P<0.01
**
J9 06.1022 | 72.10% 78.10¢ 36.10¢ 44¢ 22¢ P<0.01
**

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes avec un nombre de répétitions n=3;
( concentrations en extraits phénoliques a I’éthanol de Rosmarinus officinalis) ; p<0.05 : Effet significatif du facteur étudié ; NS : Effet non significatif du
facteur étudié ; a, b, c, d : groupe homogéne de comparaison des valeurs moyennes deux a deux selon le test de Freidman ; m: valeur en dessous de
laquelle la qualité du produit est considérée comme satisfaisant ; M : seuil limite d'acceptabilité au-delad duquel les résultats ne sont plus considérés ;
J:jours.

Au 3°me  geme  7eme o geMe ioyr de conservation, en fonction des doses
variables de 0 a 100% d’extraits de romarin incorporés dans les viandes, le nombre
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de germes a tendance a diminuer significativement (p<0.05); de 35.102 a 31.10
UFC/g, de 48.102 a 44 UFC/g, de 55.102 a 22 UFC/g et de 96.102 a 22 UFC/qg,

successivement.

1.5.Staphylococcus aureus

Les colonies de Staphylococcus aureus apparaissent aprés culture sous une
couleur jaune doré et présente une forme sphérique (Figure 11). La présence de la
souche aprés culture sur milieu spécifique de Chapman a été confirmée ensuite par
les tests de catalase et de coagulase. En effet Staphylococcus aureus est a catalase et

coagulase positive (Figure 12).

Le niveau de contamination aux germes Staphylococcus aureus des viandes
traitées ou non aux extraits éthanoliques de romarin au cours du stockage a 4°C est

mentionné dans le (Tableau 9).

Figure 11. Colonies de staphylococcus aureus Figure 12. Catalase positif

Au cours de la période de stockage le nombre de ces germes a augmenter
dans les échantillons de viande traités a de faibles doses d’extrait de Rosmarinus
officinalis et variables de 0 a 60%.Cependant , pour les échantillons traités a 80 et

100% le nombre a connu de nette baisse au 7°™ et 9™ jour.
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Tableau 9. Effet des concentrations d’ *extrait éthanolique de romarin sur le niveau
de contamination des viandes aux Staphylococcus aureus (UFC/g)

Dose
diextrait Norme
0 20 40 60 | 80 | 100 Effetdes | catalase | coagulase | JORA 2017
%) concentrations
Jours d’extrait m M
J1 133 22 0 0 22 0 NS + +
J3 37.102 | 34.10% 34,10% | 233% | 55% | 33b P<0.05 + +
*
102 103
J5 52.102 75.102 62.102 | 56.10% | 66° 44> P<0.01 + +
*%
J7 103.10% | 95.10% 88.10% | 74,100 | 44 22¢ P<0.01 + +
**
J9 43.102 42.10%% | 40.10%> | 43.1Q0¢ | 2X o P<0.01 + +
*%

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes avec un nombre de répétitions n=3;  p<0.01 effet hautement significatif du facteur étudié
( concentrations en extraits phénoliques a I’éthanol de Rosmarinus officinalis) ; p<0.05 : Effet significatif du facteur étudié ; NS : Effet non significatif du
facteur étudié ; a, b, c, d : groupe homogéne de comparaison des valeurs moyennes deux a deux selon le test de Freidman ; m: valeur en dessous de
laquelle la qualité du produit est considérée comme satisfaisant ; M : seuil limite d'acceptabilité au-dela duquel les résultats ne sont plus considérés ;
J:jours.

En fonction de I’accroissement de la concentration d’extrait éthanolique de
Rosmarinus officinalis ajouté comme additif naturel et variable de 0 a 100 %le
nombre de Staphylococcus aureus a diminué significativement (p < 0.01) dans les
viandes traitées particuliérement au 3°™ jour (de 37.10 & 33 UFC/g ),  au 5™ jour
( de 52.10a 44 UFC/g),au 7°™ jour( de 103.10 & 22 UFC/g) et au 9°™ jour ( de
43.102 a 0 UFC/g) de conservation.
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1.6. Flore psychrotrophe

Les resultats obtenus du dénombrement de la flore psychrotrophe durant le
stockage de la viande a 4°C  sont présentés dans le (Tableau 10). Les germes apres
culture sont caractérisés par de grandes colonies bombées, dont chacune accuse une

surface brillante, lisse et une couleur beige.

Tableau 10 .Effet des concentrations d’extrait éthanolique a base de composés phénoliques
de romarin sur I’évolution du nombre de la flore psychrotrophe (UFC/g) des viandes traitées.

Dose Norme
extrait 0 20 40 60 80 100 Effet des JORA 2017
%) concentrations [y M
Jours d’extrait
J1 222 36.10 66 66 66 88 P>0.05
NS
J3 43.10% | 87.10° | 51.10P 4.10° 300P 133b P<0.01 - -
**
J5 23102 | 33102 | 3510% | 66.10" | 47.10b | 177° P<0.01
**
J7 46.102 | 45102 | 43.102 | 50.10° 2440 155b P<0.01
**

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

p<0.01 effet hautement significatif du facteur

étudié

( concentrations en extraits phénoliques a I’éthanol de Rosmarinus officinalis) ; p<0.05 : Effet significatif du facteur étudié ; NS : Effet non significatif du
facteur étudié ; a, b, c, d : groupe homogéne de comparaison des valeurs moyennes deux a deux selon le test de Freidman ; m: valeur en dessous de
laquelle la qualité du produit est considérée comme satisfaisant ; M : seuil limite d'acceptabilité au-delad duquel les résultats ne sont plus considérés ;
J:jours.

Les variations du nombre de la flore psychrotrophe s’avérent inversement
proportionnelles (p<0.05) avec ’augmentation de la concentration d’extrait ajoutée a

la viande.

Au 1* jour de conservation, les viandes traitées ou non a I’extrait de romarin
préparé a différentes dilutions ont enregistré un nombre de germes identique et
variable de 66 a 222 UFC/g.
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Au 3°™ jour de conservation, c’est a partir de I’extrait préparé a 20% que le
nombre des germes semble diminuer significativement (p<0.01) dans les viandes

traitées par comparaison au témoin, sans traitement a 1’extrait de la plante.

Au 5™ et 7°™ jour d’entreposage c’est a partir des concentrations de 60%et
plus que la charge microbienne a été nettement (p<0.01) réduite dans les

échantillons de la viande ovine expérimentale.

Discussion

Les composes bioactifs extraits de la matrice des végetaux dont
notamment les huiles essentielles et les composés phénoliques ont  été considérés
depuis longtemps comme des inhibiteurs de croissance des agents pathogénes tels
que Escherichia coli, Staphylococcus sp., Bacillus sp., Streptococcus sp.,
Salmonella sp. Mycobacterium sp., Vibrio vulnificus, et autres(Mouas et al.,2017).

L’extrait éthanolique de Rosmarinus officinalis riche en principaux
composés phénoliques a montré des effets antimicrobiens avérés contre les germes
étudiés a l’origine de la contamination microbienne de la viande au cours de sa

conservation au froid positif de 4°C.

En effet, le niveau de contamination aux germes totaux des viandes traitées
a 80 et 100% d’extrait hydroéthanolique de romarin a été remarquablement
conforme a la norme admise dans le journal officiel de la république Algérienne
(JORA ,2017) jusqu’au 7°™ jour de stockage.

Cette tendance est maintenue pour les coliformes fécaux, Pseudomonas

aeroginosa et Staphylococcus aureus jusqu’au 9°™ jour d’entreposage.

A ce propos plusieurs auteurs (Mena et al., 2016; Sytar et al., 2016)
rapportent  I’existence chez  Rosmarinus  officinalis de  plusieurs  composés
phenoliques dont :Acide carnosolique, carnosol, rosmanol et 1’acide rosmarinique.
Ces composés s’averent exercer des effets antimicrobiens a I’égard de nombreux
germes tels: Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella
enteritidis, Vibrio parahaemolyticus et Pseudomonas aeruginosa  (Gonelimali et
al., 2018).
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En outre, Hernandez (2016) a prouvé dans son étude [lactivité
antibactérienne particuliere de [I'huile essentielle de romarin sur  certaines germes
pathogénes comme Clostridium perfringens, Salmonella choleraesuis, Bacillus
cereus, Enterococcus faecalis et  Staphylococcus aureus contribuant fréquement a

la détérioration des aliments.

D’autres auteurs ont également signalé un bon effet inhibiteur in vitro de
I'nuile essentielle de romarin sur des micro-organismes pathogenes tels que E. coli,

Bacillus cereus et Staphylococcus aureus (Gomez-Estaca et al. ,2010).

L’analyse des données expérimentales montre que I’application de ces
extraits végétaux sur la viande ovine aux concentrations indiquées semble améliorer
la stabilit¢ microbienne de la viande du moins jusqu’au 7°™ jour de conservation.
Comparativement au témoin (0%), le nombre des germes semble diminuer
significativement (p<0.01) avec I’augmentation de la  concentration (de 20 a 60%)
d’extrait de Rosmarinus officinalis, tandis qu’a des concentrations variables de 80 a
100% la croissance des germes dont notamment  Staphylococcus aureus et les

coliformes thermotolérants a été complétement inhibée.

Plusieurs travaux ont été orientés depuis plusieurs années sur I’activité
antibactérienne des composés bioactifs des plantes médicinales spécifiquement
leurs mécanismes d’action et des composants majoritaires intervenant sur les cibles
bactériennes.  Cependant, ces mécanismes restent moins bien connus a ce jour, et
leurs complexités peuvent venir de la composition chimique variée des principes

actifs contenus dans le végétal (Tiwari et al., 2009).

D’aprés certains auteurs (Caillet et Lacroix, 2007), le mécanisme d’action
des composés bioactifs des plantes dont les composés phénoliques de Rosmarinus
officinalis vis-a-vis de la croissance d’un germe quelconque commence lorsque ces
substances s’interférent avec la bicouche lipidique de la paroi microbienne ce qui

peut induire par voie de conséquence :
-a une augmentation de la perméabilité, puis a une perte des constituants cellulaires ;

-2 une acidification de I’intérieure de la bactérie en bloquant la production de

I’énergie ainsi que de la syntheése des composants de structure ;

-et la destruction du matériel génétique conduisant a la mort de la bactérie.
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Un grand nombre d’auteurs ont rapporté que les bactéries & Gram positif
sont plus sensibles a certains composeés bioactifs dont surtout les huiles essentielles
présentes dans les extraits de la plante. En effet, il a été démontré que les structures
de parois cellulaires hydrophiles des bactéries & Gram négatif peuvent bloquer la
pénétration de composants hydrophobes a travers la membrane cellulaire. (Burt,
2004). Bien que cette barriere ne soit pas totalement imperméable, elle peut entraver
le transport de macromolécules et de composants nécessaires a la croissance des

microorganismes (Pierozan et al . ,2009).

D’aprés  Bouyahya et al.(2017), ces mécanismes d’action sont attribués a
I’interaction des composeés phénoliques avec les constituants de la membrane
cellulaire en inhibant les médiateurs des auto-inducteurs par modification du
processus de transduction d’énergie couplée a la membrane et le transport de solutés,

et la régulation métabolique.

Cependant d’autres auteurs (Domadia et al., 2007 ; Turgis et al., 2009 ;
Trosko ,2016 ) ont rapport¢é que l’action des extraits bioactifs vis-a-vis des germes
peut se traduire soit par une action sur les protéines présentes dans les bactéries et
peuvent affecter ainsi la division cellulaire ou par une réduction significative d’ATP
intracellulaire résultante de la perturbation de la chaine respiratoire au niveau

membranaire .

Apparemment, il semble en fonction du temps de conservation que les
extraits phénoliques notamment préparé a de faibles concentrations de romarin
perdent de leur efficacité a préserver la viande des multiples contaminations

microbiennes.

Selon certains auteurs, les molécules polyphénoliques peuvent
s’hydrolyser dans le temps surtout lorsqu’ils ne sont pas conservés a [’abri de la
lumiere ; ce qui provoque sans doute une baisse dans [’activité antimicrobienne
(Djenane et al., 2012).

Ainsi, et au terme de cette etude il apparait bien que ’extrait a 1’éthanol de
Rosmarinus  officinalis L. contient bien 1’essentiel des composés bioactifs
antimicrobiens capables d’exercer un effet inhibiteur sur la croissance des bactéries
responsables de la contamination de la viande tout en prolongeant considérablement

(de 3 jours) sa durée de conservation a 4°C.

45



Conclusion genérale



Conclusion générale

Conclusion générale :

Au terme de cette étude et a travers les résultats obtenus, il apparait que
I’extrait hydroéthanoligue du romarin (Rosmarinus officinalis L.) est d’une
efficacité remarquable et posséde un potentiel antimicrobien non négligeable

pouvant améliorer la conservation de la viande.

En effet, & des concentrations de 80 et 100% d’extrait hydroéthanolique de la
plante, les échantillons de viandes sont restés conformes aux normes admises dans
le journal officiel algérien (5.10° a 5.10°) UFC/g jusqu’au 7™ jour
comparativement aux autres concentrations (20, 40, et 60%) ou le nombre de germes

totaux été indénombrable.

D’aprés les résultats de dénombrement des Staphylococcus aureus et des
coliformes thermotolérants, il s’avére que [I’utilisation des concentrations de 80 et
100% d’extrait de Rosmarinus officinalis induit une action inhibitrice totale sur le
développement de ces germes oU aucune croissance n’a été observée sur les viandes
traitées & partir du 7°™ jour pour les coliformes thermotolérants et a partir du 9°m

jour pour les Staphylococcus aureus.

Concernant la flore  psychrotrophe et Pseudomonas aeruginosa la charge
microbienne  s’averent inversement proportionnels avec 1’augmentation de la
concentration d’extraits éthanoliques de Rosmarinus ajouté a la viande. Les
concentrations incorporées a 80 et 100% ont présenté des forts pouvoirs

antimicrobiens (exprimés par des faibles taux de croissance des deux germes).

Méme si ce travail a permis d’étudier les caractéristiques antimicrobiennes
des extraits éthanoliques de Rosmarinus officinalis L., et d’explorer la possibilité de
leurs utilisations comme agents conservateurs, il est néanmoins indispensable de
mener d’autres études complémentaires afin de comprendre les effets de ces
composés phénoliques de la plante (Romarin) sur les qualités organoleptiques et
sensorielles de la viande au cours de la conservation et d’identifier les principaux
constituants des extraits de Rosmarinus officinalis par chromatographie en phase

gazeuse couplée a la spectrométrie de masse.
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ANnexes



Annexes:

Differents milieux de cultures

1. Gélose PCA

Ingrédients en grammes par litre d'eau distillee

Tryptone.......oooviiiiii 5.0
Extrait autolytique de levure ............. 2.5
GlucoSe. ..o 1.0
Agaragar........cooeeiiiiii e 15.0

pH final a 25°C : 7,0+0.2.

La gélose PCA (Plate Count Agar) est un milieu recommandé pour le
dénombrement standardisé des bactéries dans les produits laitiers et les aliments,

I’eau et aussi pour les produits cosmétiques ou pharmaceutiques.

2. Gélose King A

Ingrédients en grammes par litre d'eau distillée

Peptone........coooiiiiii 20,0
Sulfate de potassium ...................... 10,0
Chlorure de magnesium.................. 1,4

AGar oo 15,0

pH final a 25°C : 7,.2+0.2.

Elle est utilisée pour la caractérisation des Pseudomonas .



3. Gélose VRBL

Ingrédients en grammes par litre d'eau distillée

Extraitde levure................coovveeietn 3,0
Peptone ........ccoovviiiiiii 7,0
Chlorure de sodium ....................... 5,0
Sels biliairesn®3 .............covvininnL. 1,5
LaCtOSe. e, 10,0
Rougeneutre...............ooovviinin 0,03
Cristal violet .......oooviiiiiiiiiiinn.. 0,002
PN ) 12,0

pH final a 25°C : 7,4+0.2.

Recommandée pour la recherche des coliformes dans les aliments et les produits
laitiers.

4. Gélose Chapman

Composition en grammes pour la préparation d'un litre de milieu.

PeptoNe ..o 10,0
Extrait de viande de beeuf :...........oo...... 1,0
Chlorure de sodium :.......ccccoceveieiniennen. 75,0
Mannitol ..o 10,0
Rouge de phénol :...........cooeveiveiciiee, 0,025
AQar-Agar ©.....ccooee 15,0

pH final a 25°C : 7,4+0.2.

La gélose Chapmanest le milieu sélectif des bactéries fermentant le mannitol. 1l est
utilisé pour I'isolement des Staphylococcus.
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