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FDA : Food Drug Administration

FIG. Figure

CG/MS: Chromatographie en phase Gazeuse-Spectrométrie de Masse
GRAS: Generally recognised as safe (Généralement considéré sain)
H.Es : Huiles essentielles

H.Es : Huiles essentielles

ml : Millilitre

OMS : Organisation Mondiale de la Santé
UFC : Unité Formant Colonies

ul : Micro Litre

RH: Acide gras libre
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ROH: radical alcooxyle

ROS ou RLO: Radicaux libres oxygénés

SS : Salmonella Shiguella

SM : Spectrométrie de Masse
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Introduction

La qualité microbiologique d’un aliment constitue 1’une des bases essentielles de son
aptitude a satisfaire la sécurité du consommateur .Un aliment, exposé a la détérioration par
les bactéries et les moisissures peut voir diminuer ses caractéristiques sensorielles, nutritives
et sanitaires (Rosier et al., 1986 ; Guiraut ., 2003 ). Malgré I’amélioration des techniques de
conservation des aliments, la nature des conservateurs reste une des questions les plus

importantes pour la santé publique (Burt, 2004).

L’un des principaux problémes de 1’industrie agro-alimentaire est d’assurer une bonne
conservation des aliments .les phénomenes d’oxydation sont notamment redoutés. En effet, au
niveau des lipides, les dégradations oxydantes conduisent a une perte en vitamines, une
diminution de la valeur nutritionnelle, une détérioration du gout et méme parfois a

I’apparition de substances toxiques (Pascal, 1979 ; Nessrien et Mohamed, 2007).

La Viande qui peut étre le siége d’une contamination et d’une prolifération
microbienne, car elle constitue un excellent milieu de croissance pour un grand nombre
d’especes bactériennes (Labie, 1993).Parmi les microorganismes rencontrés dans la viande,
on peut citer les bactéries qui peuvent toucher la santé du consommateur en lui causant des
toxi-infections alimentaires et celles qui peuvent altérer les caractéres organoleptiques de la

viande (Koohmaraie., 2005).

En Algérie les maladies d’origine alimentaire qui résultent des viandes contaminées
avec des bactéries pathogénes constituent une grande préoccupation pour les pouvoirs publics.
Généralement, ce genre de probleme touche une population massive. Il est utile de signaler
que prés de 40% des cas d’intoxication sont dus a I’ingestion de viandes et dérivés impropres
a la consommation .Selon une étude de ’OMS (Organisationmondiale de la santé), on
compterait quelque 500 déceés par an en Algérie dus a des intoxications alimentaires.D’apres
Moll .1998, différentes stratégies sont appliquées dans le but de controler les pathogeénes dans
la viande, en effet pour faire face aux problémes d’oxydation et de contamination des denrées
alimentaires,l’essor de la chimie a permis 1’apparition et I’application de nouvelles substances

chimiques en tant que conservateurs alimentaires synthétiques .

Ces derniers ont ét¢ employés couramment pour empécher la détérioration des aliments
(Nakahara et al ., 2003). Par la suite, plusieurs conservateurs synthétiques ont été limités dans
plusieurs pays, en raison de leurs effets toxicologiques indésirables a long terme, y compris la

cancérogénicité (Ho et al ., 2009 ., Chahardehi et al., 2010 ) . De méme , la tendance actuelle
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des consommateurs a rechercher une alimentation plus naturelle a inciter la recherche , le
développement et 1’apparition de nouveaux produits naturels ayant des activités
antimicrobiennes et antioxydantes dans le but de les utiliser comme alternatives aux
conservateurs synthétiques dans le domaine des industries agroalimentaires .Parmi ces
substances naturelles figurent des extraits de plantes aromatiques et médicinales .D’ailleurs
un intérét particulier a été manifesté ces derniéres années pour les huiles essentielles des

plantes aromatiques et médicinales (Demirci et al., 2008)

Les plantes aromatiques ont été traditionnellement employées pour I’assaisonnement et
la prolongation de la durée de conservation des aliments (Wang et al., 2010). La plupart de
leurs propriétés sont dues aux huiles essentielles produites par leur métabolisme secondaire
(Rashid et al., 2010). Ces huiles sont d’intérét croissant pour les industries et la recherche
scientifique en raison , d’une part , de leurs activités anti oxydantes , antibactériennes et
antifongique (Dung et a/ ., 2008 ) , d’autre part , la plupart des huiles essentielles sont
classées dans la liste des substances GRAS , qui les rendent utiles en tant que conservateurs

naturels dans les industries agroalimentaires ( Gachkar et al., 2007 ; Rasooli et al., 2008 ).

L’ Algérie est connue par a richesse en plante s aromatiques et médicinales, au regard de
sa diversité bioclimatique ce qui nous a conduit a nous intéresser a I’inépuisable source de
produits naturels a vertu antimicrobien et antioxydant. Les huiles essentielles sont des
substances qui occupent une place particuliere dans leur utilisation en agroalimentaire (Rota

etal ., 2008).

Les plantes sur lesquelles a porté notre choix sont 03genres : Origanum Floribundum,
Laurus nobilis et le Thymus vulgaris provenant des deux régions de Blida (Chréa, pour les

deux premiers et Bouguara pour le thym).D’ou 1’objectif de notre travail est basé sur :

» L’extraction des H.E. citée précédemment par hydro distillation de type Clevenger .

»  Etudes de quelques parametres et indices physicochimiques ;

» L’évaluation « In vitro » de [D’activité antimicrobienne des huiles essentielles extraites tout en déterminant les
Concentrations minimales inhibitrices (CMI) spécialement sur un ensemble de bactéries pathogénes surtout
impliquées dans les toxi-infections alimentaires (TIA).

»  L’évaluation de I’activité antioxydante par la méthode de piégeage du radical libre DPPH.

» Application direct des huiles essentielles ayant activité antimicrobienne et antioxydante significative sur une
matrice alimentaire qui est la viande fraiche bovine.

»  Controle microbiologique de la viande étudiée.

»  Effet des HE appliquées sur la flore pathogene.

»  Optimisation des doses appliquées a la viande fraiche estimées par des analyses sensorielles.



Synthese bibliographique
L.Thym

1. 1 Généralités

Historique

C’est un des 220 genres les plus diversifiés de la famille desLamiaceae(labices),
avecpour centre de diversité la partie occidentale du bassin méditerranéen (Morales, 2002).
Comme beaucoup de labiées elles sont connues pour leurs huiles essentielles aromatiques.
L’espece la plus connue est sans conteste Thymus vulgarisL. localement connu « zaatar ». En
frangais et anglais par exemple, on emploie fréquemment le nom du genre (thym et thyme

respectivement) pour désigner 1’espéce Thymus vulgaris(Amiot, 2005).

Le nom « Thymus » dérive du mot grec « thymos » qui signifie « parfumer » a cause de
I’odeur agréable que la plante dégage (Pariente, 2001). L’espéce Thymus vulgarisest un
¢lément caractéristique de la flore méditerranéenne, connu surtout pour ses qualités

aromatiques, elle a aussi de trés nombreuses propriétés médicinales (Iserin, 2001).
1.2. Origine et distribution de la plante

La plante est indigéne de I’Europe du sud, on le rencontre depuis la moitié orientale de
la péninsule ibérique jusqu’au sud-est de I’Italie, en passant par la fagade méditerranéenne
frangaise (Ozcan et Chalchat, 2004 ; Amiot, 2005). I est maintenant cultivé partout dans le

monde comme thé, épice et plante médicinale (Kitajima et al., 2004).

se présente toujours dans un état sauvage en plaines et collines, comme la lavande, le
romarin, la sauge et beaucoup d’autres plantes sauvages (Kaloustian et al., 2003). Cette plante
spontanée pousse abondamment dans les lieux arides, caillouteux et ensoleillés des bords de

la mer a la montagne (Poletti, 1988).
1.3. Classification botanique
Synthétisée dans le tableau I( Engler , 1924)

Tableau I : Classification botanique du genre thym

Reégne Plantes
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Magnolipsida
Sous classe Métachlamydées
Ordre Tubiflorales
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Famille Lamiacées
Sous famille Stachyoidea
Genre thymus

1.4. Description morphologique de la plante

Les feuilles du thym sont plus au moins contractées et les inflorescences sont en faux

verticilles. Le calice quant a lui, est tubuleux a deux lévres et la corolle est plus au moins
ex serte a deux lévres aussi (Quezel et Santa, 1963)
L.5. Huile essentielle du thym

L’HE du thym est extrait principalement a partir des feuilles et des sommités fleuries.

L’HE du thym est une huile susceptible de présenter de grandes variations, qui
sontprincipalement d’origine génétique et édaphoclimatiques, elle dépend également de
lasaison de cueillette (stade végétatif). D’aprés Viaud (1993), les résultats de 1’analyse

chimique des HE du thym ont permis de définir 07 chémotypes.

La teneur en huile essentielle de la plante varie de 5 a 25 ml/Kg et sa composition
fluctueselon le chémotype considéré (Bruneton, 1999) ; I’huile essentielle de Thymus
vulgarisa étéanalysée en utilisant la chromatographie en phase gazeuse (CPG) couplée a une
spectrométrie de masse (SM), 30 composés ont été identifiés et caractérisés, les plus abondant
sont respectivement : thymol (44,4 - 58,1 %), p-cymene (9,1 - 18,5 %),terpineéne (6,9 -
18,0%),carvacrol (2,4 - 4,2 %), linalol (4,0 — 6,2 %). La caractéristique d’huile essentielle de
Thymusvulgarisétait sa teneur €levée du thymol (Guillén et Manzanos, 1998 ; Balladin et

Headley, 1999 ; Hudaib et al., 2002 ; Bouhdid et al., 2006).
1.6. Principales utilisations du thym
Le thym posséde un large spectre d’utilisation, parmi lesquelles on peut citer :

e Confection de savons, parfums et détergents.

e (Considéré comme une herbe médicinale avec une action antispasmodique, fluidifiante
réduisant la flatulence.

e Son usage est trés reconnu pour soulager les symptomes de la bronchite, inflammation
des voies respiratoires, troubles gastro-intestinaux, traiter la stomatite, la laryngite et
les blessures cutanées superficielles.

e [’herbe séchée est employée pour donner de la saveur a la viande, conserves et

auxsauces.
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Le thym produit un miel distinctif qui commence a trouver des marchés de place

enEurope et en Asie.

Fig. 1:Thymus vulgaris(originale 2013)
II. Origan
I1.1. Généralités

Historique

L’origan a toujours joué un réle important dans nos vies quotidiennes. Elle est employée

enmédecine traditionnelle et beaucoup d’autres utilisations.

Le nom origan dérive de deux mots grec ; Oros: montagne ou colline etGanos:

ornement, parce que cette plante préfeére une altitude plus ¢élevée dans le climatMéditerranéen.
IL.2. Origine et distribution de la plante

Plante mellifeére vivace, pousse de préférence sur les talus ensoleillés des pays dubassin

méditerranéen (Richard, 1992).

Le genre Origanumcomporte plusieurs espeéces aromatiques de la famille des Labiées,
il est originaire du Sud Est méditerranéen et d’Asie occidentale (Vokou et al ., 1993 ).
IL.3. Classification botanique

Le genre Origanuminclut des arbustes nains dicotylédones, des plantes

annuelles,bisannuelles ou vivaces qui se reproduisent dans les secteurs chauds et montagneux.

La classification est synthétisée dans le tableau II (d’Engler, 1924).Tableau II

:Classification botanique du genre Origan

Reégne Plantes
Embranchement Plantes vasculaires
Sous - embranchement Angiospermes
Classe Magnolipsida
Sous classe Métachlamydées
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Ordre Tubiflorales
Famille Lamiacées
Sous famille Stachyoidea
Genre Origanum

I1.4. Description morphologique de la plante

L’origan est une plante herbacée ou sous-ligneuse a la base. Haut de 30 a 90 cm,
ilreprésente des tiges carrées portant une quarantaine de branches a feuilles vert foncé,petites

et ovales. Les inflorescences sont en épis, eux-mémes réunis en inflorescences composées

(Richard, 1992).

Le calice de I’origan est tubuleux a cinq dents courtes, bilabi¢ ou non. La corolle quanta

elle est blanche, rosée ou bien violette (Quezel et Santa, 1963).
I1.5.Huile essentielle d’origan

Tous les origans renferment en quantité variable une huile essentielle fortement
aromatique(Garland, 1980). En moyenne, on extrait environ 1,8 % d’HE a partir des feuilles
et dessommités fleuries. Cependant, la qualité et la quantité de ’huile extraite varient selon

lagénétique de la plante, stade végétatif, les procedes d’extraction et surtout les conditions
de I’environnement (Padulosi , 1997).
Le carvacrol est généralement le composé majoritaire de I’HE d’origan (35 a 74 %)

(Ultee et al ., 1999, Azoudj, 1999), mais dans certains cas le thymol (isomere du
carvacrol), 'importe (Ruberto et a/ ., 2002, Chikhoune, 2004, Fadli et Kessi, 2005).

I1.6.Principales utilisations de I’origan

Différentes parties de la plante (feuilles, sommités fleuries huiles essentielles)
sontactuellement employées en industrie alimentaire en tant qu'épices. Elle est
considéréecomme étant 1’une des épices les plus répandues dans la région méditerranéenne

(Carmoet al., 1989 ; Baser et al ., 1992, 1993 ).
Utilisation en médecine traditionnelle

L’huile essentielle d’origan posséde un effet antiseptique, est légérement tonique
etdigestive. Elle provoque la menstruation, apaise les nerfs, soulage les maux de téte et

dedents, elle aide aussi a luter contre les insomnies.
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L’origan est aussi un anti-inflammatoire, antispasmodique expectorant, diurétique

etsudorifique. C’est un bon stimulant de I’appareil digestif, il est particulierement utile dans

diverses affections des voies respiratoires (Bronchique, trachéo-bronchite) elle calme latoux

en favorisant I’expectoration

Fig.2:Origanumfloribundum originale 2013
II1. Laurier

I11.1.Généralités
Historique

Laurus, nom latin, d’origine celte qui veut dire « toujours vert » allusion au feuillage

persistant de la plante (Pariente, 2001).

Les feuilles sont largement appliquées et connues comme assaisonnement et herbe
médicinaledepuis les périodes antique grec et romain (Demir et al., 2004). 11 est intéressant de
noter quecette herbe qui était pendant longtemps employée dans la nourriture comme
condiment et enmédecine traditionnelle a, en fait, des propriétés qui peuvent suggérer de

nouvelle application (Ferreira et al., 2006).
II1.2. Origine et distribution de la plante

Originaire du bassin méditerranéen, Laurusnobilispousse dans les lieux humides et
ombragés, mais également dans les jardins, ou elle est cultivée comme condiment (Iserin,
2001).Actuellement, la plante est largement cultivée dans beaucoup de pays comme plante
ornementale et pour la production commerciale tels que la Turquie, 1’ Algérie, la France, la
Grece, le Maroc, I’ Amérique centrale et les Etats-Unis Méridionaux (Demir et al., 2004; Barla

et al., 2007).
II1.3. Classification botanique

Ce classement se réfere a la classification botanique antérieure (Quezel et santa,

1962)synthétisée dans le tableau ci-dessous.
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Tableau III : Classification botanique du genre Laurus

Reégne Plantes
Embranchement Plantes vasculaires
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotyledones
Sous classe dialypetales

Ordre Laurales

Famille Lamiacées

Sous famille Lauracées

Genre Laurus

II1.4. Description morphologique de la plante

Laurusnobilis, Arbuste ou arbre aromatique de 2 & 10m de haut a tige droite grise dans
sa partie basse et verte en haut. Ses feuilles sont alternés, coriaces, légerement ondulées sur
les bords, longues de 16 cm sur 8 cm de large, persistantes vert foncé et glacés sur leur face
supérieure et plus pale en dessous. Les fleurs sont dioiques (petites fleurs males et femelles
sur des pieds sépar€s), jaunes, groupées par 4 a 5 en petites ombelles. Le fruit est une petite
baie ovoide de 2cm de longueur sur lem de largeur, noir vernissé a maturité (Iserin, 2001 ;

Demir et al., 2004 ; Beloued, 2005 ).
II1.5.Principales utilisations de Laurier

Le laurier est principalement utilisé pour soigner les troubles de ’appareil digestif
supérieur. En outre, il stimule I’appétit et la sécrétion des sucs gastriques. Utilisées comme
condiment, les feuilles facilitent la digestion et ’assimilation des aliments..L ’huile essentielle
est surtout employée pour frictionner les muscles et les articulations douloureuses. Ajoutée a
I’eau du bain, la décoction des feuilles apaise les membres douloureux (Larousse, 2000).
employée pour le soulagementd’hémorroides et des douleurs rhumatismales (Sayyah et al.,
2002). En outre, I’huile essentielle est employée par I’industrie cosmétique en parfumerie et
dans la fabrication des savons. Elle compte parmi les meilleurs moyens d’éloigner les insectes

génants (Demir et al., 2004 ; Beloued,, 2005 ).

Fig.3:Laurusnobilis originale 2013
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Chapitre III.Application des huiles essentielles dans le domaine agroalimentaire

Les microorganismes ont d’ une part un impact important en tant que ferment puisqu’ils
participent a I’élaboration de nombreux produits alimentaires fermentés tels que : les produits
laitiers ( Yaourt et fromage ) , les produits carnés ( saucisson ), les boissons ( cidre , vin , la
bicre ) , les produits de panification et autres . D’autre part les microorganismes peuvent se
multiplier dans les aliments , I’altére , c'est-a-dire lui conférent des gouts , des odeurs ou des
aspects inacceptables .Quelques especes pathogénes sont responsables de troubles divers ,
allant de problemes digestifs bénins a des maladies graves provoquant jusqu’a 30% de déces

ou des séquelles invalides ( Afssa, 2006 ).

En effet, les risques inhérents del’utilisation des produits chimiques de synthése dans
lalutte contre les pathogeénes des denrées alimentairessont manifestes et ces produits
chimiques deviennentde plus en plus inefficaces avec le développement desouches résistantes.
Ajouté a cela le probléme deréfraction dii a I’utilisation abusive des antibiotiques qui
ontdonné plus de réponse satisfaisante a sonutilisateur pour cause d’usages multiples et
incontrolés. Ainsi, I'utilisation des huilesessentielles (produits naturels) comme alternatives
efficaces devient alors une urgence. Puisqu’ils sont connues a la fois pour leurs
propriétésaromatisantes , antimicrobiennes et antioxydante.La tendance actuelle des
consommateurs a rechercher une alimentation plus naturelle, a entrainé un regain d'intérét des
scientifiques pour ces H.E. Cependant, c'est seulement récemment que beaucoup d'attention a
¢t¢é donnée a leur application potentielle comme conservateurs dans le domaine

agroalimentaire(Palmer, 1998).

Actuellement, les H.E. et leurs composants, actuellement employés comme aromes
alimentaires, pourraient donc servir d'agents de conservation alimentaire, Ces substances
naturelles sont riches en composés antimicrobiens et antioxydants .d'autant plus qu'ils sont
pour la plupart classés "généralement reconnus comme sains: GenerallyRecognized As Safe
(GRAS) " ou approuvés comme additifs alimentaires par la Food and Drug Administration
Américaine (FDA). Ils n'ont, par conséquent, pas besoin d'autorisation d'emploi dans les
aliments, mais des études préalables sont nécessaires pour mieux cerner leur activités sans

pour autant étre toxique pour I’homme (Caillet&Lacroix, 2007).

L’évaluation des propriétés biologiques des H.E. demeure trés importante pour les
exploiter dans I’industrie agroalimentaire comme étant des conservateurs naturels (Guesmi et

Boudabous, 2006).
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La plupart des publications ont confirmer la possibilit¢ d’employer les huiles
essentielles dans les aliments pour prolonger la durée de conservation des aliments

(Bagamboulaet al ., 2004 ; Ghasemi et al., 2010 ).
II1.1.Systéme de sécurité sanitaire des aliments en Algérie

La vente de viandes fraiches exposées en carcasse entieres et parfois coupées en quartiers sur
la voie publique dans différentesrégions de 1’Algérie a des températures abusives et parfois
méme de viandes issues d’un abattage clandestin constitue une importante source de
nourriture pour une grande population Algérienne et les vendeurs n’ont souvent aucune

formation spécifique aux risques qui peuvent decouler de ces pratiques.

En Algérie pour faire face a la forte incidence des maladies transmises par les aliments ,
des systemes de bonnes pratiques de fabrication , d’hygiéne ( BPF et BPH ) et d’assurance
qualit¢ comme analyse des dangers, des points critiques pour leur Maitrise ( ADPCM ) , ont
¢été introduits dans le secteur de la production alimentaire et de la restauration , mais leur mise

en application est généralement limitée voire méme inexistante .

Notre pays doit poursuivre ses efforts pour la sécurité sanitaires des aliments soit
solidement inscrite dans ses programmes nationaux de santé publique. La mise en place de
systeme intégré de contrdle des aliments et de surveillance des maladies d’origine alimentaire,
requiert une collaboration et une coordination efficaces avec 1’ensemble des parties prenantes

dans les secteurs de la santé, de I’agriculture et du commerce.

Les Algériens consomment de plus en plus la viande et sous différentes formes, car certaines
coutumes régionale ou locales, comme la consommation des viandes sous forme de : Steak
(méchoui) ou hachées (Hambourgers, Mergez, boulettes, etc.), et certaines techniques de
préparation spécifiques, telles que les opérations de hachage et de conservation multiplient les
risques de contamination microbiologiques .Ce qui souligne les problémes de sécurité

sanitaire des aliments et renforce la crainte du publique.

La qualit¢ de la viande est d’une importance vitale sur le marché, mais les conditions
hygiéniques de sa préparation et manipulation ainsi que celles de sa conservation sont peu
respectées. De plus I’arrivée de la saison estivale est généralement a 1’origine de plusieurs cas
d’intoxication alimentaires dues essenticllement a la consommation de produits avariés,
devenus impropres, pour le non respect de la chaine de froid ou défaut d’hygiénenotamment

quand il s’agit de restauration publique.
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II1.2.Intoxications alimentaires

L’Algérie quant a elle compte chaque année entre 3 000 et 5 000 cas d'intoxication
collective déclarés, a indiqué le Dr Hadj LakhelBelkacem de 1'Institut national de la santé
publique (INSP) en 2009. Ce médecin nutritionniste a relevé que “méme si les intoxications
alimentaires collectives font partie des maladies a déclaration obligatoire, beaucoup de cas
échappent aux statistiques et ne sont pas déclarés”. Il a souligné a ce sujet qu'en général, les
intoxications collectives enregistrées sont des “infections qui ne mettent pas en péril la vie des

intoxiqués (dans 99% de cas)”.

« Les personnes particulicrement touchées sont “les plus fragiles et vulnérables™, a
savoir les plus jeunes, les personnes agées et les femmes enceintes. Le médecin a expliqué en
outre que les intoxications collectives ont lieu souvent lors de fétes de mariages, de périodes
de pelerinage et des “zerda”, ou il est enregistré un manque de précautions sur le plan

hygiéne. (Anonyme, 2009 c).
I11.3.Applications alimentaires des H.Es

Plusieurs huiles essenticlles, ont en laboratoire, une activité antimicrobienne avérée.
Mais avant leur adoption en tant que agent de conservation alimentaire, il convient de vérifier
les résultats expérimentaux dans I’aliment sélectionné .En général les résultatsexpérimentaux
obtenus en milieu modéle se confirment sur les aliments, mais avec des concentrations
d’huiles essentielles un peu plus élevée. Les études faites a travers le monde, montrent que les

H.E.peuvent étre ajoutée a peu prés a tous les aliments.

L’emploi d’ H.E. lors de la transformation des aliments peut présenter un triple intérét :

aromatisant, antioxydant et antimicrobien (Caillet et Lacroix, 2007).
I11.3.1.Essais de I’activité antioxydant dans les aliments

Quelques récentes publications ont rapporté que certaines huiles essentielles sont
plusefficaces que quelques antioxydants synthétiques (Hussain et al., 2008, 2010). Les
effetsantioxydants d'huiles essentielles et d'extraits des plantes sont dus principalement a la

présence des groupes d'hydroxyle dans leur structure chimique (Hussain, 2009).

Des ¢tudes de 1’équipe RESALA de I’INRS — IAF ont montré que I’incorporation des

huiles essentielles directement dans les aliments ou 1’application par vaporisation en surface
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de I’aliment (piece de viande, charcuterie, poulet, fruits, et Iégumes entiers...) contribuent a

préserver I’aliment des phénoménes d’oxydation (Caillet et Lacroix, 2007).

Récemment, une autre étude a été réaliser pour essayer la formulation des margarines de
table additionnées d’huiles essentielles de Citrus lemon , en vue de les exploiter et de les

substituer a un additif synthétique : le Tocobland.

L’évaluation de la stabilité oxydative est réalisée par les tests de rancimat et Schaal , les
résultats obtenus ont montré que les margarines a huiles essentielles de Citrus lemon étaient

plus résistantes que celle de tocobland vis-a-vis de 1’oxydation forcée ( Himed , 2011 ).
I11.3.2.Essais de ’activité antimicrobienne dans les aliments

Les plantes aromatiques et leurs huiles essentielles ont été employés pendant des
milleniums pour fournir des saveurs caractéristiques pour les aliments et les boissons (Baydar
et al., 2004). Leurs huiles essentielles montrent une activité antimicrobienne et pourrait donc
empécher la croissance des microorganismes d’altération et pathogénes, améliorant de ce fait
la sécurité alimentaire (Sacchetti et al., 2005 ; Hadizadeh et al ., 2009 ; Piyo et a/ ., 2009 ;
Udomsilp et al . , 2009 ; Souza et al ., 2009 ).

Les H.E. d’origan , de thym , de cannelle ou de coriandre sont efficaces pour les viandes
,Jles volailles , les charcuteries et les 1égumes ; ’H.E. de menthe pour les produits frais (
salades , yaourt ... ); les H.E. a base carvacrol ou de citral pour les poissons ; les H.E. de
thym , de noix de muscade ou de gingembre pour les céréales ( plus particulierement celles
riches en carvacrol pour le riz ) ; et les H.E. a base de carvacrole ou de cinnamaldehyde pour

les fruits . (Caillet et Lacroix,2007).

L’incorporation des H.E.directement dans les aliments (viandeshachées,
légumeshachées, purées de fruit, yaourt...) ou I’application par vaporisation en surface de
I’aliment (piece de viande , charcuterie , poulet , fruits et Iégumes entiers...)contribuent a
controler la flore microbienne et a préserver I’aliment des phénomeénes d’oxydation des
grasau-dela de sa durée normale d’entreposage (Caillet et Lacroix, 2007).il a ét¢é démontrer
que ’utilisation des H.E. pouvait augmenter la sensibilité des bactéries a différents procédés
de conservation des aliments ( chauffage , pasteurisation , atmosphére modifiée ).Selon la
bactérie et le procédé utilisé sensibilisation augmente de 2 a 10 fois .Par exemple , I'H.E.

mélangée a des carottes hachées emballées sous air ou sous atmosphére modifiée ( AM ou
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MAP : ModifiedAtmospheres Packaging ) permet de multiplier par trois la sensibilité de

Listereiasp.,

De méme que pour de la viande hachée emballée sous les mémes conditions, une
augmentation tres significative de la sensibilité d 'E.coli(2.5fois) et de salmonelle (4.5 fois)est
constatée en présence d’H.E. Aussi I’H.E. combinée a un chauffage doux (55° C pendant 1
minute ) a permis d’inhiber totalement Salmonelle , alors qu’en absence d’huile un chauffage

de plus d’une heure était nécessaire pour arriver au méme résultat.

Plusieurs huiles essentielles des plantes aromatiques ont totalement empécher le
développement fongique sur les grains de mais (Montes-Belmont et Convajal , 1998) et sur

des grains de riz ( Piyo et al., 2009 ).

Par ailleurs un exemple vivant sur ’application des huiles essentielles de la lavande
comme conservateur antifongique des légumes secsa ¢été démontré par les travaux de

Laib.(2011).
I11.3.3.Facteurs qui influencent les propriétés antimicrobiennes des H.E. dans les aliments

Selon les aliments, certains facteurs comme la température, les conditions de stockage,
le pH ou la composition de ’aliment, peuvent avoir une influence sur 1’action des huiles
essentielles. Il est établit que ’efficacité de 1’huile augmente avec la diminution du pH de
I’aliment, de la température de stockage ou encore de la quantité¢ d’oxygene dans 1’emballage.
Cela est d’autant plus intéressant que les quantités d’huiles nécessaires pour le controle de la
croissance bactérienne dans les aliments conservés a basse température pourraient
étreréduite.Il est également prouvé qu’une méme huile sera plus efficace dans un aliment
pauvre en gras et/ou protéines. Les fortes teneurs en eau et en sels d’un aliment vont aussi
favoriser I’action de I’huile essentielle, alors qu’une structure gélatineuse va au contraire la

limiter (Caillet et Lacroix, 2007).
I11.3.4.Bactéries impliquées dans les toxi-infections alimentaires (TIA)

Ces dernieres année les problémes liés aux bactéries responsables de toxi-infection
alimentaires se sont considérablement amplifiés par ’apparition de germes résistant a une
série d’antimicrobiens et menacent d’entrainer un grave probléme de santé publique. Il a été

estimé qu’environ 30 % de personnes dans les pays industrialisés souffrent de maladies
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transmises par les aliments .Chaque année, des millions de cas sont signalés partout dans le

monde (Nedorostovaet al., 2009).

Les bactéries pathogénes sont transmises a I’homme via les denrées alimentaires .Ces
bactéries sont regroupées en bactéries d’intoxication alimentaire et celles qui peuvent

entrainer une infection alimentaire.

e Intoxication alimentaire : les bactéries pathogénes se multiplient dans ’aliment et
produisent des toxines .Une intoxication alimentaire est caractérisée par 1’apparition
rapide de la maladie (nausées et vomissements), et que les toxines sont déja

préformées dans les aliments avant ingestion.

e Infection alimentaire: ’aliment agit comme support pour les microorganismes
pathogénes 1’agent infectieux peut ou non se multiplier dans I’aliment, mais les

bactéries ingérées viables continuent a croitre dans 1’hote et provoque le symptome

De la maladie (fievre, diarrhée).La dose infectante minimale (MDI) varie

considérablement entre les especesbactériennes.

Les bacterie impliquées dans les TIA sont representées en annexe.
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Chapitre I1. Activités biologiques des huiles essentielles

Les vertus des huiles essentielles sont connus et utilisées depuis longtemps, mais cette
utilisation se basait sur des pratiques traditionnelles et des applications sans bases
scientifiques précises. De nos jours, leur emploi se fait sur des bases scientifiques et
rationnelles puisque de nombreux travaux de recherche ont porté sur les activités
antimicrobiennes et antioxydantes des huiles essentielles des plantes aromatiques. C’est ainsi,
que les huiles essentielles commencent a avoir beaucoup d’intérét comme source potentielle
de molécules naturelles bioactives (bouhdid et al., 2006) . On attribue un certain nombre
d’activités biologiques susceptibles de trouver des applications en agroalimentaire (Alitonou

etal., 2008 ).
I1.1. Activité antioxydante

Ces derniers temps, plusieurs questions se sont soulevées concernant la sécurité des
produits chimiques conservateurs utilisés en industrie alimentaire. En effet , la peroxydation
des lipides produite au cours des processus de fabrication et de stockage des aliments sous
I’effet des radicaux libre oxygénés ( RLO ) conduit a des modifications de gout , d’odeur et de
la couleur et parfois constituent un risque pour la santé du consommateur et , par conséquent

la perte de la qualité et de la sécurité des aliments ( Mau et a/ ., 2004 ).

La lutte contre I’oxydation des lipides représente donc un enjeu considérable pour les
industriels alimentaires. Pour supprimer ou ralentir 1’oxydation des lipides, deux voies sont
envisageables :

v' tenter de réduire les facteurs favorables a cette oxydation
v’ et/ ou trouver un réactif qui ralentit I’oxydation. C’est le role d’un antioxydant (Moll,
1998 ; Jeantet et al, 2006).

I1.1.1. Définition d’un antioxydant

Une substance qui, a de faibles concentrations comparées a celles des substances
oxydables, prévient significativement ou retarde I’initiation du processus d’oxydation

(Beirdo & Bernardo — Gil, 2006).

Selon la définition générique, les antioxydants sont des substances qui, a faible
concentration, sont capables d’inhiber ou de retarder de maniére significative les oxydations

des molécules.
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I1.1.2. Types d’antioxydants

Les antioxydants sont classés selon leurs origines en antioxydants naturels ou

synthétiques et selon leur mode d’action en antioxydants primaires ou secondaires.
% Antioxydants synthétiques

Parmi les antioxydants de synthése de l’industrie alimentaire on peut citer: le
butylhydroxyanisol(BHA), le butylehydroxytoluéne(BHT) le tert-butylhydroquinone(TBHQ).
Leur plus grand avantage est li¢ a leur cout trés bas d’une part, leur propriétés chimiques et
technologiques bien étudiées, qui satisfait dans la plupart des cas la demande des producteurs
(Petkov et al., 1984 ) d’autre part. En revanche, sont suspectés avoir des effets négatifs sur la
santé du consommateur (Namiki, 1990), car le BHA et le BHT ont été¢ avérés cancérogenes
(Nesserine and Mohamed, 2007 ; Olivero Verbal et al., 2010 ) . Le TBHQ a été interdit au
japon, au Canada et en Europe. De méme le BHA a été égalementéliminé de la liste des
composés GRAS (Rashid et al., 2010 ). Par conséquent, il ya grand intérét mondial pour la
recherche de nouvelles sources d’antioxydants,naturels et sures (Kulevanova&Panovska
2001 ; cadefieChenets et al., 2003 ;Bouhdid et a/ ., 2006 ;Panaphile et al ., 2009 ; Raza et
al ;Dongmo et al., 2010).

% Antioxydants naturels

Plusieurs substances peuvent agir en tant qu’antioxydants in vivo. Elles incluent le beta
caroténe, 1’albumine, I’acide urique, les cestrogenes, les polymeres, les flavonoides 1’acide
ascorbique, les composés phénoliques, la vitamine E, etc. Elles peuvent stabiliser les
membranes en diminuant leur perméabilité et elles ont également une capacité de lier les

acides gras libres ( Svoboda et Ampson, 1999 ;Mohammedi, 2006).
++ Antioxydants synergistes

Ce sont des substances qui ne sont guére en tant actives en tant qu’antioxydants, et dont
les propriétés apparaissent surtout en présence d’autres antioxydants. IL en est ainsi des
lécithine des acides citrique et tartrique, des acides aminés (lysine et arginine), de certains
flavonoides, leurs propriétés peuvent s’expliquer par un effet chélatant de métaux comme le
fer et le cuivre qui ont un effet pro-oxydant a faibles doses .Certains produits ont un effet

inhibiteur de la décomposition des hydroperoxydes, et d’autres semblent régénérer des
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antioxydants, comme les tocophérol ou les dérivés de ’acide ascorbique de leurs formes

oxydées ( Morelle , 1988 ).
++ Antioxydants primaires

IIs englobent les composés qui interférent avec 1’oxydation lipidique en convertissant
les produits d’oxydation lipidique ( L° , LOO °, LO °) en produits plus stables ( LH, , LOOH
, LOH ) grace a leur propriét¢ de donneur de protons actifs . Le radical (A°)Dérivé de

I’antioxydant se converti en produit stable (Kim et Lee., 2004).

% Antioxydants secondaires

Selon Gordon (1990), les antioxydants secondaires sont des composés qui retardent
I’oxydation lipidique selon différent modes d’action :

v’ Absorption des radiations ultraviolettes ;
v’ Inactivation de I’oxygéne singlet ;

v' Chélation des métaux

v' Décomposition des hydro peroxydent.

I1.1.3. Toxicité des antioxydants

L’ajout de vitamine E peut également poser des problémes si on n’a pas prévu un
emballage qui prévient [’oxydation par la lumiere. De plus la surconsommation
d’antioxydants peut entrainer une déficience des systémes naturels et protection de
I’organisme (systéemeimmunitaire)et cela peut nuire la santé en altérant de nombreuses
fonctions vitales. Certains antioxydants sont responsables aussi a des réactions allergiques,

des hypersensibilités, des troubles digestifs, etc. (Roberfroid, 2002).

Selon Alais et al.( 2003 ) , les produits de synthése ont été beaucoup étudiés sur le
plan de la toxicologie chez I’animal . Des résultats varient avec les especes ont été donnés :
effet sur les poumons, le foie, la thyroide, la coagulation sanguine ou I’action cancérigéne. On
ne peut les extrapoler a I’homme, mais on est porté a réduire leur emploi dans 1’alimentation

humaine.
I1.1.4. Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante

Les méthodes utilisés pour évaluer I’activité antioxydant des huiles essentielles sont

relativement  peu nombreuses et font intervenir en général la coloration ou la
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décolorationd’un réactifspécifique en présence d’agent antioxydant (huileessentielle). Selon la
bibliographie, les méthodes les plus utilisés sont celles de la réduction du 2,2 diphényle -1-
Picryl-hydrazyl(DPPH), de I’inhibition de la peroxydation de 1’acide linoléique, de la

chélation des métaux et de blanchiment du  caroténe dans 1’acide linoléique.
e Test DPPH (1,1Diphényl-2- Picryhydrozyl )

Le DPPH est un radical libre trés stable a 1’état cristallin et en solution, de coloration
violette.Pour cette méthode, on considére que I’activité antioxydante n’est autre que la
capacité des antioxydants d’agir comme piégeur des radicaux libres .Ils agissent en transférant
un atome d’hydrogene ce qui conduit a la disparition du DPPH au cours de la réaction et a un
changement de coloration dans la solution initiale .L’avancement de la réaction est suivit par
spectrophotométrie a 517 nm.La méthode du DPPH a été utilisée par de nombreux auteurs, du

fait de sa rapidité et de sa reproductibilité.
e Evaluation sensorielle

Lesmauvaises odeurs traduisent les altérations biochimiques d’un produit et sont
souvent de trés bons indicateurs d’altération. L’évaluation sensorielle est souvent considérée
comme une bonne méthode d’évaluation d’oxydation des produits. En général une évaluation
du niveau d’oxydation se traduit par une modification de 1’odeur ou de I’arome du produit,de

nouvelles notes odorantes apparaissent parmi lesquelles les odeurs qualifiées de rance.

L’analyse sensorielle permet de détecter et d’identifier les odeurs résultantes de la

dégradation lipidiques difficilement mesurables par les méthodes chimiques.

Cependant, ce type d’analyse nécessite de constituer un jury d’évaluateurs sensoriels
entrainés capable de qualifier et de qualifier les odeurs et gouts pergues ( Hsieh&Kinsella,

1989).

L’analyse sensorielle permet de détecter et d’identifier des odeurs résultant
desdégradations lipidiques difficilement mesurables par des méthodes chimiques

(Frankel, 1998).

I1.2. Activité antimicrobienne des HEs : De nombreux auteurs ont reporté que les extraits

d’herbes ont des composés chimiques capables d’avoir une activité antimicrobienne (
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Donranteset al., 2004, Bousbia , 2004). Les constituants des H.E. sont actifs sur une large

gamme debactéries, levures et champignons.
I1.2.1.Définition d’un antimicrobien

Un aliment exposé a la détérioration par les bactéries et les moisissures peut voir
diminuer ces caractéristiques sensorielles, nutritive et sanitaire (Rozier et al., 1986 ; Guiraut ,
2003).Pour faire face, I’essor de la chimie a permis I’apparition de nouvelles substances
antimicrobiennes. Ces derniers sont définies comme étant des substances utilisées pour
détruire les microorganismes ou empécher leur croissance, y compris les antibiotiques et

autres agents antibactériens et antifongiques (CE, 2001).

Ces substances synthétiques ont été employés couramment .Cependant, en raison du
souci croissant des consommateurs aux denrées contenant de tels additifs, particulierement
d’origine végétale, a notamment augmenté ces derniéres années. Par conséquent, le
développement des produits naturels possédant une activité antibactérienne s’avere nécessaire
et utile (Rozman&lJarsek, 2009).Les huiles essentielles sont connus pour posséder ’activité
antimicrobienne et certaines sont classées comme des substances sures et pourraient donc étre
employées pour empécher la croissance des microorganismes pathogeénes et contaminants (

Gachkar et al ., 2007 ; Rasooli et al., 2008).
11.2.2.Activité antibactérienne

Les huiles essentielles les plus ¢étudiés pour leurs propriétés antibactériennes
appartiennent aux Labiatae : Origan, thym, sauge, romarin, clous de girofle sont d’autant de
plantes aromatiques a H.E.riches en composées phénoliques comme 1’eugénol, le thymol et le
carvacrol. Ces composés possedent une forte activité antibactérienne. Le carvacrol est le plus
actif de tous, reconnu pour étre non toxique, est utilis¢é comme agent de conservation et arome
alimentaire dans les boissons ; friandises et autres préparations. Le thymol et eugénol sont

utilisés dans les produits cosmétiques et alimentaires.

Ces composés ont un effet antimicrobien contre un large spectre de bactérie - E. Coli,
Staphylococcus  aureus,  Bacilluscereus, Listeriamonocytogenes,  Clostridium  spp,

Helicobacterpylori (Pauli, 2001).
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Belleti et al. (2004)etFisher et al. (2007), ont démontré que les H.E. de Citrussont
efficaces contre les bactéries pathogenes, les spores bactériennes mais aussi les bactéries
responsables de toxi-infection alimentaire telles que: Mycobacterium, thyphimurium et

Acrobacterbutzleri .

e Notion de Bactéricide et bactériostatique

A la maniere des agents chimiques , on distingue deux sortes d’effet des HE sur les
microorganismes : une activité 1étale ( bactéricide et fongicide ) ( CARSON et RILEY , 1995)

et une inhibition de la croissance ( bactériostatique ) ( Freeman et Carel , 2006 ).
e Mécanisme d’action des huiles essentielles sur les bactéries

D’apres Caillet et ses collaborateurs (2007) ’action antimicrobienne des H.E. se

déroule en trois phases :

= Attaque de la paroi bactérienne par I’ H.E. provoquant une augmentation de la
perméabilité puis la perte des constituants cellulaires.

= Acidification de I’intérieur de la cellule, bloquant la production de 1’énergie
cellulaire et la synthése des composants de structure.

» Destruction du matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie.
I1.2.3. Activité antifongique

Freeman et Carel (2006), ont signalé que les groupes moléculaires avec les plus
puissantes actions antibactériennes sont également des antifongiques efficaces, mais ils
doivent étre utilisés sur de plus longues périodes. Expérimentalement, les HE des plantes

aromatiques parfois méme supérieur a celle des agents antifongiques commerciaux.

L’huile essentielle de la Menthe pouliot ( Menthapulegium ) dont le composé
majoritaire est la R (+) pulegone ( 82 % ) est dotée d’un fort pouvoir antifongique contre

Penicillium et Mucor (Belghazi et al., 2002 ).

Une étude a évaluer I’activité antifongique de I’huile essentielle des clous de girofle sur
toute une variété de champignons pathogeénes, incluant ceux responsables d’infections

urogénitales (Ahmad et al., 2005 ). Selon Chami (2005), I’huile essentielle des clous de
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girofle a démontré une puissante activité antifongique contre des champignons opportunistes

tels que Candida albicans, Cryptococcusneoformans et Aspergillus fumigatus.
e Mode d’action des huiles essentielles sur les champignons

Une étude a porté sur les effets antifongiques de ’HE de thym (Rasooli et al., 2006 ) et
plus particulierement sur les conséquences de cette huile sur 1’ultra structure du champignon
Aspergillus Niger était exposé a I’H.E ., celle-ci provoquait des dommages irréversibles sur la
membrane cellulaire ainsi que sur les organites du champignon ( Berral et al., 2007).Alors
qu’elles inhibent la germination des spores , 1’élongation du mycélium , la sporulation et la

production de toxines chez les moisissures ( Cailletet Lacroix , 2007 ).
o Mode d’action des huiles essentielles sur les levures

L’action fongicide des H.E des clous de girofle et d’origan a été testée sur un modele de
levure Saccharomyces cerevisiae absorbent a 260 nm. Des analyses au microscope
¢lectronique ont montré que la surface des cellules traitées par les H.E. d’origan et de clous de

girofle était significativement endommagée (Chami, 2005).

Giordaniet Kaloustian (2006 ) ont souligné¢ que les composés terpéniques des H.E et
plus précisément leurs groupement fonctionnels tels que les phénols et les aldéhydes
réagissant avec les enzymes membranaires et dégradant la membrane plasmique entrainant

une fuite du contenu cytoplasmique et donc la mort de la levure ( Cox , 2000 ).
I1.3.Activité antivirale

Les virus sont généralement fortement sensibles aux molécules aromatiques des H.E.

telles que les monoterpénols et les monoterpénales.(Freeman et Carel, 2006).

Selon les travaux d’Inouye et Abe (2007), il existe des H.Es., des plantes exotiques tres
puissantes qui sont connus pour leur efficacité. De nombreuses pathologies virales s’averes
traitées avec les H.Es ont montrées des améliorations importantes. L’effet antivirale de I’ H.E
de Menthapiperita a été étudié in vitro contre les virus de Herpes simplex(HSV-1 et HSV -2
June inhibition de 50% est obtenue avec des concentrations entre 0.002% et 0.008 % (

Shuhmacher&reichling , 2003 ).

e Mode d’action des huiles essentielles sur les virus
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Les H.Es sont sélectivement absorbés et perturbent les fonctions des membranes
biologiques de la cellule, sur la mitochondrie et autres organites vitales pour tous les
organismes hormis les virus (les H.E ne sont actives que sur les virus a été enveloppe comme

celui de la grippe et du VIH (virus de 'immunodéficience humaine).

I1.4.Activité liée a la composition chimique

L’efficacité d’une huile essentielle dépond de sa richesse en composés photochimiques,
plus ’H.E est riche en substances actives, plus son activité est importante L’activité
biologique d’une H.E est liée a sa composition chimique, aux groupements fonctionnels des
composés majoritaires (alcools,phénols, les composés terpéniques et cétoniques). Les
composés minoritaires jouent aussi un réle important dans ’activité des H.Es et semblent agir

en synergie avec les composés principaux (Zhiri, 20006).

Les composés chimiques qui ont plus d’efficacité et , a large spectre sont des phenols
(thymol , carvacrol , eugénol ) , les alcools ( a — terpinéol , terpinen -4-ol, linalol ) , les

aldéhydes , les cétones et rarement les terpenes ( Dorman&Deans , 2000).
I1.5.Combinaison entre les huiles essentielles

Dans le but d’augmenter la durée de conservation des différents types d’ aliments , par
exemples 'usage simultané de plusieurs facteurs de conservation sous forme de systémes
combinés pourrait €tre utile pour potentialisé 1’efficacité de chaque facteur individuel .La
notion de synergie entre les systémes antioxydants et antimicrobiens est aussi une alternative
intéressante .Voire méme un procédé incontournable pour mieux sécuriser les produits vis-a-
vis des germes pathogenes et , contre les phénomenes d’oxydation lipidique ( Ayeroet al .,

2004 ).

Certaines études ont montré que 1’activité biologique des H.E est supérieur a celle de
ses composés majoritaires testés séparément .Les composés purs, le thymol et le carvacrol ont
un net effet synergique, ce qui expliquerait les différences activités des chémotypes de thyms.
(Lahlou, 2004).Les interactions possibles, entre plusieurs huiles essentielles lors de leur

mélange sont au nombre de 4 selon (Pibiri, 2006 ; Degryse et al., 2008):
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Les effets antimicrobiens des associations d’H.E ., comme pour les associations

d’antibiotiques , sont définis selon quatre interactions possibles :

o L’indifférence : I’activité¢ d’une huile essentielle n’est pas affectée par I’autre.

e L’addition : I’effet de ’association est ¢gal a la somme des effets de chaque
huile essentielle étudiée isolément, a la méme concentration que dans
I’association.

e La synergie : I’effet est significativement supérieur a la somme de chaque huile
essentielle étudiée isolément, a la méme concentration.

e L’antagonisme : ’association diminue ’activit¢ de 1’une ou I’autre des huiles
essentielles. Elle est inférieure a la somme des effets de chaque huile essentielle

prise séparément.

Dans une étude réalisée par PIBIRI (2005), I1 a été observé que des associations d’H.E.
de cannelle et de thym sont synergiques vis-a-vis de S. aureus, elles sont indifférentes sur le
genre Bacillus ; par contre sur P. aeroginosa et E. Coli de telles associations ne sont plus
efficaces. En revanche la cannelle testée individuellement est plus active que celle du thym,

contrairement au cas de présence de bactéries Gram +.

I1.6.Détermination de D’effet synergique/antagoniste du mélange d’huiles

essentielles (Méthode des bandelettes)

Deux bandelettes de papier imprégnées d’HE sont disposées a angle droit a la surface de
la gélose préalablement ensemencée par la bactérie a étudier, puis on observe ’angle formé

par la rencontre des deux zones d’inhibition (Cattoir, 2006).

. ADDITION  INDIFFERENCE )
// /////// 2 Bactéries
/ Z/Z/% H % Bandelette
HE
SYNERGIE ANTAGONISME avec

A : huile essentielle A ; B : huile essentielle B (CATTOIR, 2006)
Fig. 4 : Représentation schématique de la méthode des

L’effet additif s’observe par une légére augmentation de la surface d’inhibition au niveau de

I’angle (rencontre des deux HE). L’effet de ’'HE « A » s’ajoute a I’effet de I’'HE « B ».
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L’effet synergique se manifeste par une augmentation plus importante de la surface
d’inhibition au niveau de I’angle. L’effet obtenu est supérieur a I’addition des effets des deux

HE.

L’indifférence est observée lorsque les deux HE n’ont aucune influence 1’une sur

I’autre. La zone d’inhibition qui se crée prend la forme de 1’angle droit.

Enfin, I’effet antagoniste fait que la surface d’inhibition au niveau de I’angle diminue,

car I’effet du mélange des deux HE est inférieur a celui des HE appliquées séparément.
I1.7.Méthodes d’évaluation de I’activité antimicrobienne

La technique de détermination du pouvoir antimicrobien des H.E. a une grande
influence sur les résultats. Les difficultés pratiques viennent de 1’insolubilité des constituants
des H.E dans I’eau, de leur volatilité, de la nécessité de les tester a de faibles concentrations et

, des problémes de standardisation des méthodes ( Bousbia, 2004 ).
I1.7.1.Aromatogramme

L’aromatogramme ou méthode de Vincent (Bekhechier al., 2008) est une méthode
inspirée de I’antibiogramme qui permet de déterminer I’activité inhibitrice des huiles
essentielles sur la croissance des micro-organismes, par la mesure du diamétre d’inhibition
autour d’un disque de cellulose imprégné d’huile essentielle. Une suspension de chaque
germe est préparée en eau distillée stérile et ajustée a 10° bactéries/ml. Chaque suspension est
étalée sur une boite de Pétri de 90 mm de diametre. La surface des boites est séchée sous hotte
a flux laminaire avec le couvercle des boites 1égérement ouvert. Des disques de papier buvard
stériles de 6 mm de diameétre sont ensuite déposés sur les géloses (un disque par boite). Ils
sont imprégnés d’huile essentielle. La lecture des diamétres d’inhibition D se fait apres 24
heures d’incubation a 1I’étuve a 37 °C. DE BILLERBECK (2007) exprime les résultats selon

trois niveaux d’activité :

eR¢ésistant (D < 6 mm),
e Intermédiaire (6 mm <D < 13 mm)
eSensible (D > 13 mm).

I1.8.Détermination de I’effet bactéricide ou bactériostatique des huiles essentielles

18



Synthese bibliographique

Il est possible de déterminer si I’effet d’une HE est bactéricide ou bactériostatique en
procédant a un repiquage des zones d’inhibition formées sur les aromatogrammes (ne
présentant aucune croissance bactérienne visible a I’ceil nu sur un milieux nutritif), puis
d’incuber les milieux ensemencés pendant 24 a 48H a une température idéale pour la souche

recherchée et d’observer les résultats :

- S’il y a croissance bactérienne, I’HE a un effet bactériostatique sur la souche
- Si au contraire il y a absence de croissance bactérienne, ’HE montre des propriétés
bactéricides vis-a-vis de cette souche (Haddouchi et al., 2009).
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Ce travail de recherche a été réalisé pendant une période de 06 mois. Il est subdivisé en trois
parties principales : extraction des H.E ; évaluation de leur activité antibactérienne in vitro
(aromatogramme, CML...) ; activité antioxydante,et enfin application pratique sur des viandes

inoculées avec des bactéries pathogenes principalement ceux, impliquées dans les TIA.

Ce travail a été¢ mené grace a la contribution des laboratoires suivants:

- laboratoire de chimie industrielle d’USDB université de Blida.

- Laboratoire de recherche de I’enseignement supérieur (E.N.S de kouba).

- Laboratoire de controle de qualit¢é de VENUS SAPECO de OULED YAICH.
- Laboratoire de la police scientifiquedu chateau neuf.

1. Matériels

1.1. Matiére végétale

Les huiles essentielles étudiées sont extraite a partir des feuilles séches des plantes médicinales

et aromatiques(Laurier, Origan et thym), provenant des différentes régions d’Algérie.
e  Choix des plantes étudiées

Un certain nombre de critéres ont été pris en compte pour sélectionner les plantes utilisées dans

cette étude:

v" Des ressources naturelles a exploiter, ces plantessont ainsi parmi les plus
populaires des aromatiques utilisées dans le monde entier, leur utilisation fréquente par
nospopulations dans le domaine culinaire et celui de la médecine traditionnelle surtout
concernant leur efficacit¢ dans le traitement symptomatique de troubles de 1’appareil

digestifsupérieur reconnue traditionnellement ;

v' Ac6té du fait queleurs huiles essentielles sont utilisées dans les industries

alimentaires, pharmaceutique etcosmétique;

v' Elles représentent récemment un sujet de recherche scientifique intéressant. Car

elles sont connues par leurseffets antibactériens, antifongiques, et antioxydantspuissant.

Les critéres que nous venons d'évoquer ayant permis d'établir une liste préliminaire de plantes
potentiellement intéressantes pour une éventuelle étude sur l'activité biologique a savoir :

antimicrobienne et antioxydante.
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Des parties aériennes (feuilles fraiches) de laurier, d’origan, et du thym ont été collectées dans
les régions de Blida, exactement Chéra pour les deux premiers, et Bougerapour le thym pendant
la période allant du mois deMai au mois de juillet 2013. Apres récolte, ces trois especes végétales
ont ¢té transportées vers les laboratoires de recherche d’enseignement supérieur (E.N.S de
Kouba). Les feuilles fraiches appartenant a ces trois especes ont été intensément nettoyées avec
de l'eau distillée a 20 °C, égouttées a l'aide d'un tamis puis séchées a l'air libre et conservées
pendant 3 jours a une température ambiante tout en étalant les feuilles sur du papier propre.
Devenues seches, les feuilles sont récupérées dans des sacs en papier propres pour servir

ultérieurement a 1’extraction de 1’huile essentielle.

Tableau IV :Présentation des plantes employées pour I'extraction des H.E.

NOM BOTANIQUE NOM COMMUN FAMILLE
Origanumfolribundum Origan Labiées
Thymus vulgaris Thym Labiées
Laurusnobilis Laurier Lauracée

1.2. Microorganismes utilisés

Le choix des bactéries a été porté sur des souches fréquentes en pathologie humaine. Ces
especes sont souvent responsables de toxi-infection alimentaires (TIA), ainsi que leurs fréquences
a contaminer les denrées alimentaires et particulierement les viandes et les produits carnés, ce qui

constitue un probléme majeur de la santé publique.

Ces souches ont ainsi une résistance naturelle a divers types d’agents antimicrobiens. (S.
aureus est souvent retenu comme bactérie-test dans les normes d'évaluation de l'activité des

antiseptiques et désinfectants (Afssa, 2003).

Deux groupes de bactérie a été sélectionné :

% Des bactéries a Gram négatif : Escherichia coli,
pseudomonasaeruginosaetSalmonella entiritidis

K/

«  Des bactéries a Gram Positif :Satphylococcus aureus.

Les souches de Escherichia coli, pseudomonasaeruginosasont des souches hospitaliére ont

¢té fournies par le laboratoire d’analyse médicales de OuldRouiss de Blida.Pour les souches
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d’origine alimentaire (salmonellasp etSatphylococcus aureus) sont fournies de I’IPA toutes

procurés dans des milieux de conservation.

Tableau V :Liste et caractéristiques des microorganismes testées

Souche Famille
Staphylococcus | Micrococcaceae
aureus (ATCC
25923)

Escherichia coli | Enterobacteriaceae
(ATCC 25922)

Pseudomonas Pseudomonasaceae
aeruginosa
(ATCC27853)

Salmonella
entiridis

1.3. Milieux de cultures

Suivant les méthodes employées et selon les souches, nous avons principalement utilisé comme
milieux de culture suivant :

4 G¢élose Nutritive, Gélose Mueller Hinton(MH) et Gélose de conservation.

4 Milieux sélectifs : gélose de Chapman, gélose Hecktoen, et gélose SS.

4 Milieu King A, King B.

4 Milieu liquide BHIB,

4 eau physiologique, eau peptonée tamponné(EPT) et des émulsifiants tel

que Tween 80...

Les milieux ont été approvisionnés chez un fournisseur frangais ayant un représentant en
Algérie : Biomerieux, comme les géloses, d’autres sont fabriquées au laboratoire de
Microbiologie de la sociét¢ VENUS - SAPECO (TSE, EPT, eau physiologique).La composition

des milieux est décrite dans 1’annexe.
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1.4. Disques de papier filtre stériles (typewattman) Pour la réalisation des aromatogrammes.

1.5. La viande bovine

Afin d’évaluer I’effet antibactérien et antioxydant de nos H.Es, nous avons choisi la viande
bovine comme matrice alimentaire, vue aussi que c’est un aliment qui est beaucoup consommeé
sous différentes formes (Hamburgers, Merguez, boulettes, Steak ...etc.), cette matrice est tres
vulnérable aux altérations microbiennes et aux phénomenes d’oxydation lipidique, donc par
conséquent une diminution des qualités nutritionnelles et organoleptiques a savoir une altération
de la flaveur et de la couleur de la viande ( formation du limon ,apparition de taches colorées sur
la viande , modification de la couleur , le rancissement , surcissement et la putréfaction, sans
oublier les produits de 1’oxydation qui peuvent avoir des effet délétéres sur la santé du

consommateur ). Agnet. (2011).

2. Méthodes

2.1. Extraction des huiles essentielles étudiées

Les H.E sont extraites par la méthode d’hydro distillation type Clevenger1928(Laurier et Thym et
I’origan).100g de broyat de chaque planteest introduit dans un ballon a 2L imprégné d’eau
distillé .L’ensemble est porté¢ a ébullition pendant 3 h. Les vapeurs chargées de substances
volatils traverse le réfrigérant se condensent puis elles sont récupérées .L’eau et I’'H.E. se

séparent par différance de densité.

Les H.E.s extraites sont conservées a une température de 1’ordre de 4°C dans des flacons en verre
opaque, fermés hermétiquement, a I’abri de la lumiére, 1’air et les variations de températures qui

sont facteurs de dégradation d’une huile, qui, en cas d’altération perd son activité biologique
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2.1.1. Calcul du rendement

C’est le rapport entre le poids de I’ H.E. extraite et le poids de la biomasse végétaleutilisée, le
rendement est exprimé en pourcentage (%) est calculé par la formule suivante :

Rdt (%) = (Mys/ Myy) x 100

Avec : Rdt : rendement d’extraction;
Mpgyg: masse de 'huile essentielle
M,y : masse de la mati¢re végétale.

Remarque : 1l est a noter que dans notre cas d’étude en s’est pas trop focaliser sur le rendement
des H.E. étudiées car notre objectif est de mettre en évidence leur propriétés biologiques et leur
application en tant que conservateurs naturels, puisque des études préalables et beaucoup de

travaux ont déja calculé le rendement des H.E. précitées.
2.1.2. Caractéristiques des H.E

La caractérisation d’une huile essentielles consiste a :

e  Contrble des parametres organoleptiques (Aspect, couleur et odeur).
e  Déterminer les indices physiques (Densité et indice de réfraction).
e Analyse quantitative sous un profil chromatographique, relative aux

différentsconstituants(réalisées au niveau des laboratoires de la police scientifique).

A. Caractéristiques organoleptiques

Les caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles utilisées ont été notées. (Aspect,

couleur et odeur)
B. Caractéristiques physiques

» Mesure de I’indice de réfraction (Selon la norme NF T 74-112)

L’indice de réfraction d’une HE est le rapport entre le sinus de I’angle d’incidence et le
sinus de I’angle de réfraction d’un rayon lumineux de longueur d’onde déterminée, passant de

I’air dans HE maintenue a une température constante.LL.a détermination de 1’indice de réfraction

est déterminée par la formule :

I20 = It + 0.00045 (T-20°C)

120= Indice a 20°C
It =Indice a température ambiante ou de mesure
T= température ambiante.
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Mode opératoire :

Placer le produit a I’aide d’une pipette pasteur dans la cellule de mesure jusqu’au trait
signal, refermer le couvercle. Au bout de 15 secondes (temps nécessaire pour que I’appareil soit
stabilisé a 20°C). Observer par 1’oculaire, et régler avec les deux boutons, jusqu’a la localisation
du trait signal au centre de la cellule, une ligne de séparation entre la partie claire et la partie

sombre apparait dans le champ de vision. (Pharmacopée, 1997).

L’ajustement du refractométre se fait a I’aide d’un étalon de qualit¢ [’eau distillée

généralement(d = 1.333).
» Mesure de la densité relative a 20 °C(Selon la norme NF T 74-111)

La densité relative de I’H.E. est définie comme étant le rapport de la masse d’un certain volume
d’huile a 20 °C et la masse égale de volume de I’eau distillée a 20°C. Cette grandeur sans
dimension et sans symbole est d20.La densité est mesurée a 1’aide d’un pycnomeétre de volume 5

ml a température de 20 °C.
C. Analyse qualitative et semi-quantitative des HE par CPG et CG/SM

La meilleure carte d’identité quantitative et qualitative d’une huile essentielle reste
cependant le profil chromatographique en phase gazeuse. Il permet de connaitre trés exactement
la composition chimique et de rechercher d’éventuelles traces de produits indésirables tels des

pesticides ou des produits chimiques ajoutés.

2.2. Tests microbiologiques
2.2.1. Test de confirmation des souches
e Coloration de Gram(voirannexe)

Tableau VI : Coloration de Gram et morphologie des souches bactériennes utilisées.

Souches Milieu de culture Gram Morphologie microscopique
S. aureus Gélose Chapman + Coccus en grappes deraisin
E.coli G¢élose Hecktoen - Bacilles
PS.aeruginosa | Milieu gélosé King A et King B - Bacilles
Salmonella sp Gelose SS _ Bacilles
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2.2.2. Tests de confirmation biochimique
Des tests biochimiques ont été réalisés pour la confirmation des souches utilisées (Tableau III).
» Confirmation de ’espéce Pseudomonas aeruginosa

C’est la seule a produire le Pycocianine et le pyoverdine, les autres espéces ne produisent
que la pyoverdine. La pycocianine est favorisée sur milieu King A, en donnant une couleur bleue-

verte, La pyoverdine est de couleur jaune — verte fluorescente se’ manifeste sur le milieu de King.

e Teste d’oxydase(voirannexe)
» Confirmation de ’espéce Staphylococcus aureus (voir annexe)

o Test de la catalase
e Test de la coagulase

Tableau VII : Caractéres biochimiques recherchés

Souches Catalase | Coagulase | Oxydase | Pigment

S. aureus Positive | Positive NR NR

E. coli NR NR Négative | NR

Ps.aeruginosa | NR NR Positive | Pyoverdine - Pycocianine
Salmonella sp | NR NR Négative | NR

NR : non recherché

2.3. Conservation des souches: La conservation des souches s’effectue, en faisant des
repiquages par piqure centrale dans des tubes de gélose de conservation ou tubes inclings,

incubés a leur tour a 37 °C Pendant 24 heures.

Les tubes sont ensuite conservés dans le réfrigérateur a 6 +/- 1°C. Des repiquages sont réalisés

tous les 15 jours dans le but de garder toujours la disponibilité.
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2.4. Préparation de I’inoculum
v Préparation de pré-cultures

Avant la réalisation des tests antibactériens, des repiquages sont effectués pour chaque souche,
un repiquage est effectué sur milieu solide (gélose nutritive) la veille de la réalisation du test
antibactérien. L'ensemble a été incubé a 37+/-1 °C pendant 18 h pour avoir des cellules

bactériennes a leur phase exponentielle de croissance.
v' Préparation des suspensions bactériennes

A partir de cette culture bactérienne fraiche et jeune, on préléve 3 a 4 colonies que I'on mélange
avec 05 ml I'eau physiologique stérile(EPS). Pour la standardisation de la charge de l'inoculum de
départ, la méthode de comparaison de la densité bactérienne a celle d'un tube de référence (0,5)
Mc Farland (mesurée a I’aide d’un densitométre) dont la charge est supposée étre 10° a 10°
ufc/ml a été¢ employée, réalisée elle-méme a 1’aide d’un spectrophotomeétre a une longueur d’onde

de 620 nm.
2.5. Evaluation de ’activité antimicrobienne des huiles essentielles étudiées

2.5.1. Test in vitro(Méthode de diffusion des disquesou aromatogramme)

L’évaluation in vitro de Dl’activité antimicrobienne a été réalisée par la technique de
diffusion en milieu solide (Aromatogramme, Méthode des disques). C'est une méthode
qualitative, qui nous permet de déterminer la sensibilité ou la résistance des bactéries a 1’huile

essentielle extraite.

Le test antimicrobien a ¢été réalis€¢ au niveau de laboratoire de controle de qualité

Microbiologique de VENUS SAPECO.
e Principe

Cet examen se fait de la méme manicre qu'un antibiogramme ou les antibiotiques sont remplacés

par des essences aromatiques.

Aprés I’ensemencement, des disques de papier buvard imprégnés d’une quantité standardisée

d'huile essentielle sont disposés a équidistance sur le milieu, les disques doivent étre distants
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d'environ 30mm. Les boites sont placées dans I'étuve a la température adéquate. L’inhibition se
traduira par une zone circulaire stérile dont le diametre sera fonction de la sensibilité ou de la
résistance du germe microbien.Cette zone est dite : «zone d’inhibition». Leur diameétre nous

permet d’évaluer le degré d’action de 1’huile essentielle traitée sur la croissance des bactéries.

Disque de papier

imbibé d huile Tapis rnicrobicen
essentielle
Incubation dans I'étuve a
la tempéranire adéguate._
Inoculum P a
microbien
B ———
Boite de Petri - -
- Diameétre
avec g¢lose WL = =
d'inhibition

Fig.7: Illustration du Principe de la méthode de diffusion par disque

e Protocole expérimental

Le protocole de base d’aromatogramme qu'on a adopté est celui qui a été proposé par le
laboratoire de microbiologie de 1'Ecole Polytechnique Fédérale de LAUSANNE (Faculté
Environnement Naturel, Architectural et Construit Institut des infrastructures, des ressources et

de I'environnement, Section D'architecture, Suisse).

¢ Les milieux de culture
Les milieux de culture utilisés pour la réalisation du test antimicrobiens sont les suivants :

v' La gélose nutritive pour ’isolement et I’entretien des souches bactériennes ;
v La gélose Mueller Hinton pour 1’étude de la sensibilité des bactéries a I’huile

essentielle.

La gélose préte a I’usage a été coulée aseptiquement en surfusion dans des boites de pétrie
stériles de 90 mm de diametre a raison de 15 ml par boite .Ces dernieres apres refroidissement et

solidification sur la paillasse doivent étre séchées avant leur emploi.

e Préparation des disques

Des disques de papier Whatman de 6mm de diamétre ont été stérilisés (stérilisation a
120°C pendant 15 min par autoclavage), puis ils ont ét¢ imprégnés aves 05ul de 1'huile

essentielle.

33



Materiels et méthodes

e Mise en test

Le test est effectué¢ en cultivant les bactéries sur un milieu Muller Hinton.Chaque boite de
Pétri est ensemencée avec 1 ml de la suspension microbienne préparéebactrienne préparée
précédemment est étalée a la surface du milieu gélosé a 1’aide d’un rateau stérile, autrement, on
peut réaliser I’ensemencement a 1’aide d’un écouvillon préalablement imbibé de la suspension
bactérienne. Aprés 1/4 d'h, les disques stériles imprégnés d'H.E a 1'état pur sont déposés au
centre des boites. Celles-ci sont ensuite fermées et laissées diffuser pendant 20 mn puis incubées

a 37 °C durant 24 heures pour les bactéries. (Pibiri, 2006).
e Lecture des résultats

Apreés incubation, l'absence de croissance bactérienne exprimant une activité
antimicrobienne se traduit par un halo translucide autour du disque, de méme couleur que la
gélose stérile et dont le diamétre est mesuré a 1'aide d'un pied a coulisse (exprimé en mm). Il est
important de noter que la quantité¢ d'H.E. déposée sur le disque varie selon les auteurs, excluant

toute comparaison des valeurs des diametres mesurés (PIBIRI, 2006).

2.5.2. Nature de l'activité antibactérienne (bactériostatique ou bactéricide)des huiles

essentielles

La nature de l'activité de chacune des H.E. testées a été déterminée par la méthode de Pibiri
(2006). A partir des aromatogrammes de 48 h, les zones translucides entourant les disques ont été
repiquées a l'aide d'une anse stérile dans des tubes a essai contenant le milieu B.H.I.B. Les tubes
sont ensuite incubés a 37°C pendant 24 h (cf. figure 8).Au bout de 24 h d'incubation a 37+/-1 °C,

ensuite repiqués dans de la gélose nutritive ( GN) incubées a la meme a 37 °C pendant 18 heures..

L'absence ou présence de colonies est observée. L'absence de développement bactérien indique
un effet bactéricide de 1'H.E. en question, tandis que la présence de colonies bactériennes nous

renseigne sur un effet bactériostatique.
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Fig.8 :illustration de la nature d’activité antibactérienne (bactériostatique / bactéricide)

2.5.3. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) par la méthode de

dilutions en milieu solide(NCCLS, 2002)

Méme si les H.E. sont considérées comme des additifs salubres (LAMBERT et al., 2001),
leur utilisation est souvent limitée par les critéres organoleptiques de I'aliment. Pour cette raison,
il sera nécessaire de déterminer la CMI (c'est a dire la plus faible concentration en huile capable
d'inhiber toute croissance bactérienne sans affecter la qualité sensorielle de I'aliment), car selon
l'effet recherché et les bactéries ciblées, la concentration ne sera pas la méme (CAILLET et
LACROIX, 2007).Du fait de la non miscibilit¢ des H.E. dans la gélose, I’incorporation d’un
dispersant (Tween 80 ) a été nécessaire pour la réalisation de cette étude .De méme que nos essais
ont révélé que ce tensio-actif n’exerce aucune inhibition sur la croissance des germes testés . Le
Tween 80 permet une bonne dispersion de I’H.E.dans le bouillon MH d’une part et

I’homogénéité du mélange d’autre part.
e Préparation de I’émulsion d’H.E.

Une solution mere d’H.E. de 20 mg / ml (HE/milieu de culture) environ 2% a été préparée

comme suit :

v' Mélanger 500 mg d’HE (environ 0.5 ml) avec 0.5 ml de Tween 80
v Ajouter 25 ml de milieu MH a ce mélange
v’ Agiter le tout jusqu'a I’obtention d’un mélange homogéne.

Une série de dilution de chaque H.E. est préparée de chaque H.E. est préparée avec un

intervalle de concentration en H.E. allant de : 2.0 % a 0,0195 %.
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La réalisation des dilutions se fait comme suit :

Verser la moitié¢ du premier flacon (solution mére) dans une boite pétri.

Ajuster la moitié qui reste avec 12.5 ml de milieu gélosé pour obtenir une dilution de
10 mg /ml.

v Procéder de la méme maniére jusqu'a ’obtention de la derniére dilution de 0.019
mg/ml. La gamme de concentration finale ainsi obtenue correspond a: 2.0, 1.0, 0.5,
0.25, 0.125, 0.0625, 0.0312, 0,0156 ,0.0078 et 0.0039mg/ml.

AN

La préparation de I’inoculum a été faite de la méme manieére que 1’aromatogramme.
L’ensemencement de la souche microbienne se fait par touche a I’aide d’un écouvillon et pipette

pasteur stérile .L’incubation se fait dans les mémes conditions décrites auparavant.

La lecture des résultats de fait a I’ceil nu en observant s’il ya I’apparition d’une éventuelle

colonie microbienne, en comparaison avec une boite témoin.

La CMI se définie comme étant la plus petite concentration du produit pour laquelle

aucune croissance n’est visible a ’ceil nu.

Tableau VIII :Valeurs des dilutions utilisées pour déterminer les valeurs de CMI

(’HE/ml).

Concentration 20 10 5 2,5 0,625 0.3125 | 0.156 0.078 0,039 0,0195

%(mg /ml) 20 |10 |05 |0,25 |0,125 |0,0625 | 0.0312 | 0.0156 | 0,0078 | 0,0039

2.6. Combinaison entre les huiles essentielles

Dans le but mise en valeur d’un éventuel effet synergique entre les H.E.,différents rapports entre
les d'H.E. sont effectués a savoir : [HE1/HE2] =1/1, [HE1/HE3]=1/1 et [HE2/HE3]=1/1 ,des
aromatogrammes ont ¢été réalisés en imprégnant des disques des mélanges d’HE précédemment
préparées que 1’on dépose au centre des boites du milieu Mueller-Hinton ( MH) préalablement
inoculé avec une bactérie test et on les dépose au centre des boites pendant environ 20mn . Apres
24 h d’incubation a une T° de 37°C, on mesure les auréoles d’inhibition a ’aide d’un pied a

coulisse et on les compare a celles obtenus avec les H.E.testée toutes seules.
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2.7. Application des huiles essentielles sur la viande bovine

2.7.1. Préparation de la viande bovine (matricealimentaire)

Des muscles de viandes (Longissimusdorsi, pH initial 5.7) ont été¢ obtenus directement a
partir d'une carcasse bovine 72 heures post-mortem (Abattoir située au grand marché de
Boufarik). Puis transportée dans une enceinte réfrigérante (Glaciere) type Mobicool, UK de
température 3+/- 1°C, puis acheminée au Laboratoire de microbiologie de VENUS dans les 30
minutes qui suivent 1’achat. Une fois arrivé au laboratoire, les muscles sont aseptiquement
débarrassés de leurs couchessuperficielles, constituées de tissus conjonctifs et de matiere grasse.
La viande est ensuite découpée en Plusieurs lamelles fines, a I'aide d'un couteau en Inox stérile,
désinfectée lui-méme a 1’aide de 1’eau de javel diluée,(s’assurer de la propreté et I’hygiéne des

ustensiles, afin de ne pas favoriser la contamination croisée de la viande en question).

Fig.9 : préparatial de la viande bovine
2.7.2. Controle microbiologique préalable de la viande bovine fraiche

Avant inoculation avec les différentes souches bactériennes et I’addition des différentes
huiles essentielles, la viande est aussi préalablement analysée pour déterminer une éventuelle
présence de bactéries, ainsi que la détermination de la charge bactérienne initiale (flore aérobie
mésophile totale ou dite encore germes aérobies mésophiles totaux). 10 g de broyat de viande
sont ajoutés a 90 ml d’eau peptonée préalablement préparée et stérilisée dans ’autoclave .Des
dilutions multiples, sont préparées en utilisant le méme diluant a raison de 1ml de la solution du
départ (solution mére ) dans 9 ml d’eau peptonée. Pour chaque dilution en ensemence deux boites
.Le dénombrement de la flore aérobie mésophile totale (FAMT)a été déterminer selon la norme :
NF VO08-011 (1998) en utilisant le milieu de culture agar PCA .Les boites sont par la suite

incubées a 30 °C pendant 72 heures.

La recherche des coliformes est réalisée dans les bouillons B.L.B.V.B a base de bile et vert
brillant .Le dénombrement des coliformes totaux a été déterminé selon la norme NF V08-050-

1999.L’incubation a été réaliser a 44 °C pendant 24 heures (+/- 2 heures).Les Coliformes fécaux
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ont été déterminés selon la norme NF V 08 -060-1999. Les Staphylocoques présumés pathogenes
sont déterminés selon la norme (ISO 15213-2003) : les boites sont incubées a 37 °C pendant 24
heures en utilisant le milieu Baird- Parker. La recherche des salmonelles a été réalisé selon la
norme ISO 6579 (1993) .Elle comporte trois étapes, le pré enrichissement, 1’enrichissement et
I’isolement .Dans chaque étape les boites sont incubées a 37°C pendant 24h.Le dénombrement
des germes anaérobies sulfito-réducteurs (ASR) est effectué sur le milieu TSN (Triptone Sulfite

Néomycine) a 37°C pendant 20h+/- 2h selon la norme (NF V08-061 — 1996).

2.7.3. Optimisation de la CMI appliquée a la viande

Quelques limites existent a [’utilisation des huiles essentielles comme agents de
conservation dans les aliments, notamment le pouvoir aromatisant, mais il est important de noter,
que dans la plupart des cas, les concentrations d’huiles utilisées sont si faibles, qu’elles ne
modifient pas les qualités organoleptiques de 1’aliment. La concentration en huile essentielle qui
est nécessaire pour qu’elle exerce son pouvoir antimicrobien dans une matrice alimentaire doit
étre supérieure a celle appliquée in vitro.Burt. (2004) a suggéré que les valeurs des CMIs des
huiles obtenues « In vitro »doivent étre affectées d’un coefficient correcteur allant de 2 a 100,

pour qu’elles aient le méme effet dans une matrice alimentaire.
e Choix du coefficient correcteur

Par mesure de précaution, nous avons jugé utile de multiplier les valeurs des
CMIsobtenues, par un coefficient de 2, car nous estimons que les valeurs des CMI sont

relativement ¢€levées, I’odeur que les HE dégagent est forte et pour éviter tout surdosage.

e Protocole expérimental

Le test de I’activité antimicrobienne des I’H.E appliquées sur la viande est réalisé en
utilisant le méme principe que protocole expérimental cité par Dr. DJENANE et ces

collaborateurs. (2007).

2.7.4. Inoculation de la viande par des souches bactérienne

Nous avons réalisé successivement les étapes suivantes:
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=  Préparation des morceaux de viandes de maniere a ce qu’elles aient le méme

poids (50gr).

Fig.10 : Morceaux de viandes préparées,poids50gr / morceau

Remarque : Les échantillons de viandes seront préparés selon les bonnes pratiques de
manipulations, placés sous une feuille d’aluminiumstérilesavant leur inoculation. On mentionne
le nom de la souche et la date de I’inoculation.

= Inoculation de chaque morceau de viande avec une charge bactérienne

de10°UFC/ml a I’aide d’un écouvillon de maniére a couvrir toute la surface.

Fig.11 : Inoculation des morceaux de viandes par des bactéries pathogénes.

= Pulvérisation des HE diluées a la CMI multiplié par un facteur de 2 sur chaque
morceau de facon a les couvrir totalement a une distance de 20 cm des morceaux. Les HE

utilisées sont : I’origan, le thym et le Laurier noble.

Fig.12 : Ajout des HEs a une concentration 2x CMI
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= Les échantillons traités sont ensuite placés dans des barquettes en polystyréne,puis
recouverts avec des sachets en plastique stérile. Les échantillons de viande étaient conservés a

une T° de réfrigération: 4 +/-1 °C pendant une semaine(7 a 8 jours).

=  Les échantillons témoins de chaque groupe sont traités ave de I’eau distillée stérile

(50gr de viande + Souche pathogéne + EDS).conservés dans les mémes conditions.

= Les analyses microbiologiques sont réalisées pour un intervalle de 03 jours, on

rappel sur une durée de stockage de7- 8 jours au frais.

50 g de viande bovine fraiche + souche pathogeéne+ H.E de concentration (2 x CMI).

Vinnile ha l‘ii?(‘
Inoculnn (S g)
10° UFC / mL

Huile Fasentielle

ll'tl.'iw en boite

3 échantions / zerme  HE |:

Falreprosage
a2+l °C

1 FPrelevemnents

. .

Joam 1 Jown 4 Jowr T

Seg, N @

Controle microbiologique
{denombremmen )

Fig. 13: Schéma du test de 'activité antibactérienne des H.E. sur une viande contaminée

par les souches pathogenes (protocoleexpérimentaleselon Djennane .2007).
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2.7.5. Test de l'effet des H.E. sur la conservation de la viande par des analyses

Microbiologiques

Pour déterminer 1'efficacité inhibitrice des H.E. sur les bactéries pathogeénes présentes dans
la viande, des analyses microbiologiques sont effectuées pour suivre la cinétique microbienne de

chaque espece en présence et en absence d'H.E. Toutes les analyses ont été réalisées en duplicata.

éme

La cinétique microbienne de chaque espéce a été mesurée au 1%, 4™ et 7™ jour pendant
une durée globale de conservation de sept (07) jours. Les échantillons ont été conservés au
réfrigérateur. Pour chaque prélévement, 25 g de viande de chaque échantillon étudié sont placés
puis dilués dans 225 ml d'eau peptonée(EP)a 0.1%. Chaque échantillon est homogénéisé a l'aide
d'un Stomacherpendant 1 minute. Des dilutions décimales sont préparées par dilution de 1 mL
dans 9 mL d'eau peptonée stérile (0.1%). Deux boites de pétri sont ensemencées pour chaque
dilution enversant 1 ml de chaque suspension dans de la gélose en surfusion, chaque germe a été

ensemencé sur son milieu sélectif.

Le dénombrement d'E. coli a été déterminé en comptant les boites dans un milieu Gélose

VRBL ou VRBGincubées (37 °C pendant 24 h pour les totaux et 44°C pour les fécaux).

Celui de S. aureus a été déterminé dans un milieu Chapman (Biomérieux® SA- France)
incubées a 37 °C pendant 48 h, Pseudomonasaeruginosa dans milieu gélosé pseudo agar les
salmonelles dans lagéloseHéktoen ou milieu SS. Le nombre de bactéries est exprimé en rogi0

d'unité formant colonie/g (Log 10 UFC /g). (Selon le schéma de la figure14).
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9 mldeau
Solution Mére 10™ physiologique

Iml Iml

Dilutions décimales

Ensemencements sur
milieu sélectif

Fig. 14 : Schéma de |’ensemencement
des milieux sélectifs a partir de la
solution mere de chaque échantillon

Les boites ensemencées ont été incubées a 37°C pendant 24 H et la lecture a été faite par

comptage direct des colonies (a I’ceil nu).
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2.7.6. Analyses sensorielles

Les échantillons de viande contenant les différents volumes en H.E. correspondantes ont été
mélangés manuellement en utilisant des gants en latex pour bien incorporer ’HE. Les différents
¢chantillons ont été cuits dans un four a gaz butane puis servis aux dégustateurs dans des petits
plats en plastiques jetables. Le panel des dégustateurs est constitué¢ par six (06) personnes agées
entre 26 et 40 ans (3 femmes et 3 hommes), I'ensemble des dégustateurs sont des étudiants (es) et
des professeurs de 1'Université de Blida (département de chimie et de cosmétologie. Les tests de
dégustation ont été réalisés dans les conditions (température ambiante, lumiere jour...) du
laboratoire de Recherche de I’ENS de Kouba selon la méthode décrite par DJENANE et al.
(2001). Les six dégustateurs ont été entrainés au départ par des tests préalable(viandenon traitées
par les huiles essentielles), ces tests ont €taient inspirés de la méthode de « American Meat

Science Association guidelines ».

Le panel a été soumis un test olfactif sur les viandes avant et aprés cuisson (sans huile et
sans sel) ainsi qu’a un test gustatif avant et aprés assaisonnement (sel uniquement). Les attributs
sensoriels a déterminer sont des critéres organoleptiques (gott et odeur). Ces deux critéres ont été
structurés sur une échelle de 5 valeurs :

1 : Imperceptible2 : Faiblement perceptible

3 : Moyennement perceptible 4 : Fortement perceptibles

5 : Trés fortement perceptibles

Les résultats ont été exprimés selon les scores prédominants octroyés par les panelistes

2.8. PHMétrie

Le pH dela viande est mesuré a 1’aide d’un pH meétre type HANNA 211model 2012. Apres avoir
homogénéisé 3g du produit dans 27 ml d’eau ditillée pendant 10 a 1300 rpm a I’aide d’un ultra —

Turrax T25 macevator( Janke § Kinkel , Staufen , Germany ).
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Partie 11

Evaluation de P’activitéantioxydantedes huiles essentielles étudiées (origan, thym et

laurier) par la méthode de piégeage du radical libre DPPH

Ces dernicres années, ’utilisation des molécules antioxydantes de synthése (ex : BHT,
BHA) est remise en cause en raison des risques toxicologiques potentiels (BOUGANDOURA, et
al., 2012)Désormais, I'intérét est porté sur les antioxydants naturels, grace a leurs propriétés
thérapeutiques qui ont augmenté considérablement. Des recherches dans diverses spécialités ont
¢été développées pour I’extraction, 1’identification et la quantification de ces composés a partir de
plusieurs substances naturelles a savoir, les plantes médicinales et les produits agroalimentaires

(POPOVICI et al., 2009).

Les antioxydants naturelles les plus connus sont la B-caroténe (provitamine A), ’acide
ascorbique (vitamine C), le tocophérol (vitamine E) ainsi que les composés phénoliques. En effet,
la plupart des antioxydants posseédent des groupes phénoliques dans leurs structures et les
propriétés antioxydantes sont attribuées a la capacité de ces composés naturels a piéger les
radicaux librestels que les radicaux hydroxyles (OH') et super oxydes (O,") (POPOVICI et al.,
2009).

Dans le but de I’évaluation de ’activité antioxydante des huiles essentielles étudiées et pour
mieux |’estimée et déterminer son pouvoir, on a opté a la mettre en évidence par la méthode de :

piégeage du radicale libre DPPH.

X/

> Principe de l1a méthode de piégeage du DPPH

Cette méthode est basée sur la réduction du radical DPPH(2,2-diphényle-
Ipicrylhydrazyle)qui posséde un électron non apparié sur un atome du pont d’azote (Figure 15).
Du fait de cette délocalisation, les molécules du radical ne forment pas des dimeres et le DPPH
reste dans sa forme monomeére relativement stable a température ordinaire (POPOVICI et al.,

2009).

Cette délocalisation donne également lieu a la couleur violette foncé, caractérisé par une

absorbance dans une solution d'éthanol centré a environ 517 nm.
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Quand une solution de DPPH est mélangée avec une substance antioxydante qui peut cédée
un atome d'hydrogene, cela donne lieu a la forme réduite DPPH-H (2) avec perte de cette couleur

violette en une couleur jaune pale(MOLYNEX et al., 2004).

: . O ¢ !
' uméia_ufb o @?:_.g

— DPPH- (1)DPPH-H

Fig. 15:R¢action de réduction d’un radical DPPH en présence d’un antioxydant ainsi que

leur colorimétrie(Molyneux,2004).

Appareillage et réactifs

Le matériel suivant a été utilisé pour 1’évaluation de 1’activité antioxydante de 1’extrait des

clous de girofle :

v" Un spectrophotométre UV-visible de marque Chimadzutype 1605 a double faisceau
(figure 3.8).

Une balance sensible de marque Scaltec type ISO 9001, avec une précision de 0.01 mg.
Des tubes a essaie avec leurs supports.

Deux pipettes de 1ml graduées et une micropipette (pipette de précision).

Papier aluminium, pour préserver les solutions a I’abri de la lumicre.

D N N N NN

Une fiole de 100 ml, pour préparer la solution de DPPH.

Les différents produits utilisés sont regroupés dans le tableau IX.

Tableau IX :Produits et standards utilisés, leurs marques et degrés de pureté

Produits et standards Marques Pureté
DPPH Fluka 97%
Méthanol Merck 99,5%
BHT Sigma-Aldrich >99%
BHA Sigma-Aldrich >99%
Vitamine E Sigma-Aldrich >99%
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Le pouvoir antioxydant de nos H.E. a été test¢ par la méthode au DPPH décrite par Burits

etBucar , ( 2000 ) avec quelques modifications.
1. Préparation de la solution DPPH

Le DPPH (2, 2- diphenyl-1-picrylhydrazyl) est solubilis¢é dans le méthanol absolu pour
avoir une solution de concentration de 0.004%, en raison de 4 mg de DPPH dissout dans 100 ml

de méthanol.
2. Préparation des échantillons(Standards et H.E.)

Les échantillons d’ H.E. ont été préparés par dissolution d’une quantité appropriée d’H.E.
dans 1ml de méthanol (mg/ml). Cette solution dite solution mere, subit ensuite des dilutions ou

solutions filles pour en avoir différentes concentrations de 1’ordre de micro litres (ul).

En paralléle, des solutions méthaloiques, de la vitamine C, vitamine E, BHT et BHA ont été
préparées par dissolution de 0.2 mg de chaque standard dans 1ml de méthanol. L’absorbance est

mesurée dans les mémes conditions que I’échantillon testé.

Dans des tubes secs et stériles, on introduit les différentes concentrations de la solution a
tester, et des échantillons standards (figue 3.8a), compléter ensuite jusqu’a 1ml avec du méthanol

absolue a laquelle on additionne 1 ml de la solution DPPH( figue 308b).

Pour chaque dilution, on prépare un blanc, constitué¢ de 1 ml méthanol et 1 ml de la solution

DPPH.

Aprés agitation a 1’aide d’un vortex, les tubes sont incubés pendant 30min a une température

ambiante et a I’abri de la lumicre et de 1’0, I’atmosphérique.

Fig.16: Différentes étapes de I’activité antioxydante par la méthode du DPPH

46



Materiels et méthodes

3. Lecture des résultats

La lecture est effectuée par la mesure d’absorbance a 517 nm a l’aide d’un

spectrophotométre UV-visible, en utilisant des cuves en quartz de 2 ml (fig.17).

e R e . DSy =
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Fig.17: cuves en quartz de 2 ml

4. Détermination du pourcentage d’inhibition (Sharififare et al., 2007).

Pour obtenir la concentration efficace qui réduit la concentration initiale de DPPH a 50%
(EC50), les résultats sont exprimés en activité antioxydante, qui exprime la capacité de piégeage
du radical libre et elle est estimée par le pourcentage de décoloration du DPPH en solution dans

le méthanol. L’activité antioxydante « AA% » est donnée par la formule suivante :

% Inhibition = ([Abs contro]_Abs test] / AbS contro]) X 100

Soit:

AA : Activité antioxydante.

Abs : Absorbance a la longueur d’onde de 517 nm.

Abs control: Absorbance a la longueur d’onde de 517 nm de la solution méthanol + DPPH.
Abs test : Absorbance a 517 nm de 1’échantillon.

5. Détermination du temps d’équilibre EC 50(Sharififaretal.,2007).

La caractéristique principale d’un antioxydant est sa capacité de capter les radicaux libres.
Pour se renseigner sur la vitesse de réduction du radicale et la puissance d’un antioxydant, nous
avons réalisé un suivi de la réaction de réduction par mesure de 1’abaissement d’absorbance de
nos H.E., ainsi que les étalons d’antioxydants a la concentration qui correspond a la valeur de

EC50 (autrement appelée la valeur 1C50).

La valeur EC50 est définie comme étant la concentration du substrat qui cause la perte de
50% de D’activit¢é de DPPH (couleur). Ou encore, c’est la concentration de 1’échantillon exigé
pour donner une diminution de 50% de ’absorbance de la solution contrdle constituée de

méthanol et de la solution de DPPH. Cette valeur est déterminée graphiquement.

47



Reésultats et discussion

Partie I
Les en huiles essentielles
1.1 Rendement

Tableau X : Le rendement (%) en H.E. des différentes plantes utilisées.

H.E. Thym Laurier Origan

Rendement(%) 2 % 1.5% 3.2%

4,00%

3,00% i Laurier
2,00% “ M Thym
1,00% \ .
? 1 3 M Origan
T T 1

0,00% -

Rendement
d'extraction (%)

Laurier Thym Origan

Les résultats représentés dans le tableau X et la figure 18, montrent que les résultats de
rendement de 1’extraction des du thym, laurier et 1’origan sont respectivement : 2%, 1.5% et

3.2%.

L’H.E. de Thymus vulgarisde la régionde Bougaraprésentant un rendement de 2%. Les
résultats obtenus sont presque similaire a ceux cités dans la littérature scientifique et les
travaux précédant de Haddouchi et al (2009), en effetle rendement de 1’H.E. du thym est
appréciable par rapport a celui donné par : Dob et al. (2006), obtenu a partir des tiges et des
feuilles (0.9%). Ce rendement est considéré comme important et intéressant pour

I’exploitation industrielle.

Les feuilles de laurier noble de la région de Chrea donnent un rendement de (1.5%), ce
rendement est appréciable a 1’échelle industriel. En comparant nos résultats avec ceux donnés
par BARDEAU (2009), nous constatons que le rendement en huile essentielle de laurier noble
est compris dans I’intervalle donné par ce dernier qui varie entre 1 a 3%, les mémesrésultats

ont été obtenus par Berzani et Hanniche 2013.

Concernant le rendement obtenus des feuilles d’origan (3,2%) est supérieur comparé a
celui rapporté par Baser et al qui est de I’ordre de 0.66% pour 1’especeOrganumfloribundum
de Chréa et presque similaire a celui cité parAzzoudj (1999).

D’apres comme Bekhechi, et a/, 2008.Abdeouahid qui est de 1’ordre de 3,53% a 3,95%

pour Origanumglandulosum d’ Algérie.
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Selon certains auteurs, la composition chimique et le rendement en H.E. varient suivant

diverses conditions :la méthode employée, les parties végétales utilisées et les produits et

réactifs utilisés pendant l'extraction, 1'environnement, le génotype de la plante, son origine

géographique, la période de récolte de cette plante, le degré de séchage, les conditions de

séchage, la température et la durée de séchage, présence de parasites, de virus et mauvaises

herbes (Bajpaiet al., 2008;Kelenet Tepe., 2008).

On peut dire que les quantités obtenus en H.Es pour les trois plantes utilisées ; dans la

pratique restent satisfaisantes pour mener a bien une telle étude car les quantités en H.E.

nécessaires sont généralement de 1’ordre de microlitres (ul).

1.2 Caractéristiques organoleptiques des H.E. extraites

Tableau XI : résultats des caractéristiques organoleptiques des HEs étudiées

H.E./ couleur Odeur Aspect
propriétés

laurier Incolore Tres forte et Liquide

caractéristique(épicée, Mobile

camphrée) Limpide

Thym Jaune pale Douce agréable Liquide
Origan Jaunatre a | Trés piquante fortement LiquideLimpide

brun foncé aromatique mobile

Selon(Bardeau, 2009), L’essence de feuilles de laurier est un liquide pale, d’odeur

agréable, douceatre et de saveur un peu acre.

L’essence de thymus est de couleur jaune d’odeur aromatique acre, de saveur fortement

piquante.L’HE d’Origan a une odeur caractéristique, aromatique, phénolique, agréable avec

un fond Iégerement épicée.Les parametres organoleptiques des trois huiles essentielles

¢tudiées sont en accord avec ceux répertori¢s dans les normes AFNOR 2000.

1.3. Caractéristiques physicochimiques

Tableau XII: résultats des caractéristiques physicochimiques des huiles étudiés

H.E. Laurier Thym Origan
Densité 0,910 0,917 0.923
relative Norme AFNOR : Norme AFNOR

(0,907-0,914) (0,9-0,955)
Indice de 1,465 1,470 1,504
réfraction Norme AFNOR : Norme AFNOR Norme AFNOR :
(1,464-1,466) 1.4954a1.505 (1,50-1,51)
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Le premier parametre a discuter est la densité, car d’apres les résultats présentés dans le
tableau XII, on peut dire que les résultats des H.E.s de laurier et du thym sont conformes aux
normes internationales (AFNOR 2000) et similaires a ceux citées dans la littérature

scientifique.

Le deuxiéme parametre est 1’indice de réfraction : qui est le rapport entre la célérité de
la lumic¢re dans le vide et la célérité de la lumiere dans le milieu considéré. Les valeurs
d’indices de réfraction obtenues sont trés élevée en comparaison avec celui de 1’eau distillée
qui est de I’ordre (1.333).Cette différence montre la richesse de 1’huile en composées

chimiques.

L'indice de réfraction est utilisé pour l'identification et comme critére de pureté des
huiles essentielles. Chaque substance a son indice de réfraction spécifique. Plus l'indice de
réfraction d'un produit est pres de la valeur attendue, plus sa pureté est grande.

L’indice de réfraction (IR) de I'H.E. d’OrigaumFloribundum est supérieur a celui
d’Origanum floribundum (1.48) trouvé par Boulaghmane (2012).Celui de thymus vulgaris
(thym) estsimilaire aux résultats obtenus par : Haddouchi et al (2009) ; Bouhdid et al.2006).

L’HE de laurier présente un Ir conforme aux normes en vigueur.

D’apreés Boukhatem et al (2010), I’indice de réfraction varie essentiellement avec la
teneur en mono terpeénes et en dérivés oxygeénés, une forte teneur en mono terpenes donnera
un indice élevé.Les résultats d’indice de réfraction obtenus pour les trois huiles essentielles

¢tudiées sont conformes aux normes citées par AFNOR 2000.

1.4. Analyse CG/SM des trois plantes

> L’analyse chromatographique par CG/SM de I’huile essentielle du Thymus vulgarisde
la région de Bouguaraest caractérisée par la présence d’un composé majoritaire qui
est le Thymol (37.7%), le p-Cymene, le y- Terpinene, le Carvacrol et le B-Myrcene
avecdes concentrations de, 14.2, 10.1, 8.4, 7.1 % respectivement.
Nos résultats sont similaires aux travaux réalisés par Sokmen et al. , 2004 pour
I’especeThymus  spathulifolius de Sivas, de la Tirkie, avec le thymol comme
compos¢é majoritaire (36,5 %).

> L’analyse chromatographique par CG/SM de I’HE de I’origan provenant de la région
deChréa avec I’espece Origanumfloribunduma permis d’identifier 55 composés , le
composé majoritaire est le carvacrol avec un taux de 29,6 % suivie par deux
hydrocarbures monoterpéniques : p-Cymene, , Terpinéne avec des teneurs de 18,5 et

13, 7 respectivement. Par contre le thymol est présent avec uniquement 8,4 %.
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Nos résultats sont similaires au travaux de Belhattab et al/ ., 2005 pour I’espece
Origanum . glandulosum de la région de Sétif avec un taux de cavacrol de 47,0 %,
ainsi qu’au travaux de Azzoudj, 1999pour I’espece Origanumfloribundum de la région
de Chréa(Carvacrol avec un taux de 50,4 %).

> La CPG/SM pour I’'HE de laurier noble (laurusnobilis)a révélé la présence de 47
composés dont le taux est supérieur a 0,05% dans cette HE. Ses composés majoritaires
sont dans un ordre décroissant: le 1,8 Cinéole (39,98%), pour le reste, on a 1’ Acétate
de terpényle (12,10%), le Sabinene (8,15%), a-Pinéne (6,10%), le Linalol (5,05%), B-
Pinéne (4,55%), Méthyleugénol (4,04%).Les résultats sont présentés dans le
tableauXIII.

Ces résultats sont similaires a une étude menée par Oussalah et ses collaborateurs
(2006), sur une HE deLaurus nobilis provenant de plantes d’origine slovéne montre une
absence de Limonene dans la composition de cette HE (non-détecté) mais que le 1,8 Cinéole
y représente le composé majoritaire avec un taux de 49%.Les résultats sont présentés dans

letableau X1/

L’Acétate de terpényle avec un taux de 12,10% représente le second composé
majoritaire dans notre HE. Cependant, dans 1’é¢tude d’Oussalah et ses collaborateurs (2006), il
représente lui aussi le second composé€ majoritaire mais a un taux inférieur (9,92%) pour une

HE de la méme espéce.

Le Sabinéne, troisieme composant majoritaire est représenté dans une proportion de
8,15% dans notre HE. Dans I’é¢tude d’Oussalah et ses collaborateurs (2006), ce composé

représente également le troisiéme compos¢ majoritaire avec un taux de 7,61%.
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Fig19 : Chromatogramme de I’huile essentielle de Thymus Vulgaris
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o

Figure 20:Chromatogramme de ’huile essentielled’Origanum vulgare

Tableau. XIII : Analyse chromatographique (CPG/SM) de I’HE de Laurus nobilis

Temps de Rétention (mn) Identification % Aire
3,725 Cis-3-Hexénol 0,05
5,187 Tricycléne 0,02
5,301 a-Thuyene 0,65
5,511 o-Pinéne 6,10
5,925 Camphéne 0,67
6,715 Sabinéne 8,15
6,820 B-Pin¢ne 4,55
7,273 Mycrene 0,75
7,768 o-Phellandréne 0,16
7,973 0 -3-Caréne 0,29
8,239 a-Terpinene 0,59
8,649 p-Cymene 1,17
8,954 1,8 Cinéole 39,98
9,134 Trans-B-Ocimeéne 0,09
9,568 cis-B-Ocymene 0,50
10,015 y-Terpinéne 1,09
10,411 4-Thujanol trans 0,23
11,368 Terpinoléne 0,27
11,592 2-Undécanone 0,04
11,892 4-Thujanol cis 0,18
12,111 Linalol 5,05
15,435 Boméol 0,17
16,120 Terpinen-4-ol 2,92
16,935 a-Terpinéol 2,42
17,316 Méthylchavicol 0,05
20,754 Acétate de linalyle 0,19
22,378 Acétaes de bomyle 0,46
23,044 2-Undécanone 0,12
26,411 Acétate de terpényle 12,10
26,882 Eugénol 1,55
27,359 Acétate de néryle 0,12
28,759 B-Elémeéne 0,29

52



Reésultats et discussion

29,901 Méthyleugénol 4,04
30,211 B-Caryophylléne 0,63
32,082 Acétate de cinnamyle 0,11
32,225 a- Caryophylléne 0,08
32,635 Aromadendréne 0,04
33,882 D Germacéne 0,10
34,149 Patchouléne 0,10
36,473 0-Cadinéne 0,15
37,702 B-Bisaboléne 0,05
38,749 Elimicine 0,15
39,483 Spathulénol 0,19
39,644 Oxyde de caryophylléne 0,31
43,473 B-Eudesmol 0,10
43,844 Valencéne 0,06

2. Tests de sensibilité microbienne envers les H.E.

L’activité antimicrobienne des H.E.s étudiées (laurier, origan et thym ) vis-a-vis des
souches pathogénes communément associées aux maladies d’origine alimentaire ( E.coli ,
S.aureus ,Pseudomonas aeruginosa et S.entiritidis )est évaluée qualitativement et
quantitativement  par la méthode de diffusion sur gélose ou aromatogramme , tout en
déterminant les valeurs de CMIs correspondantes . Les mesures des halos d'inhibitions nous
ont permis de classer les bactéries suivant leur degré de sensibilit¢ a I'H.E. donnée.Les
résultats des tests d’inhibition de ’activité antimicrobienne sont regroupés dans le tableau ci-
dessous.

Tableau XIV : Récapitulatif des aromatogrammes des H.E. étudiées vis a vis des souches

bactériennespathogenes.

H.E./ souche/ @ (mm ) | Origan | Thym | Laurier
S.aureus 50 45 24
E.coli 26 37 14
Ps.aeruginosa 17 09 08
Salmonella entiridis 47 12 15

Le diamétre des zones d’inhibitions nous permet d’estimer la  résistance ou
la sensibilité¢ des différents germes testés a I’huile essentielle en adoptant la méthode de

CHIFUNDRA et al. (1990)appliquée aux antibiotiques :

» Diametre compris entre 0 et 9 mm : souche résistante.

» Diameétre compris entre 10 et 15 mm : souche peu sensible.

» Diameétre compris entre 16 et 20 mm : souche sensible ou intermédiaire.
» Diametre plus de 20 mm : souche tres sensible.

D’une maniére générale résultats montrent une grande variabilit¢é des qualités

bactériostatiques des HEs vis-a-vis des différentes souches.
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Selon Chang et a/ . (2001) et Oussalah (1) et al/ . (2007), le pouvoir antimicrobiendes
HE est en relation directe avec plusieurs parametres a savoir :

- La nature des composés majoritaires ;

- Concentration de ces composés ;

- Nature et structure des groupements fonctionnels ;

- L’interaction probable entre les différents constituants (synergie).

La souche Staphylococcus aureus a Gram positif semble la plus sensible, cette bactérie
qui a monter une inhibition de croissanceplus ¢élevée (50mm) résultat similaire a celui trouver
par Boulagenem (2012) qui a révélé une activité importante pour la méme souche avec
Origanum floribundum avec une zone d’inhibition de 45mm. Cette constatation nous parait
intéressante surtout que la bactérie S.aureus est pathogene pour ’homme.

D’apres Kalemba&Kunicha(2003), la sensibilité d’un microorganisme aux HEs dépend
des propriétés de ’HE et le microorganismelui-méme. Il est bien connu que les bactéries a
Gram (+) sont plus sensibles aux HEs que les bactéries a Gram (-).Ceci pourrait étre expliqué
par le fait que les bactéries a Gram+ possedent des dispositifs structuraux qui sont plus
susceptibles aux huiles essentielles (Abdul Rahman et al., 2010). En revanche,Staphylococcus
aureus est moins sensible.

Parmis les Gram (-), la souches dePseudomonas aeruginosa se révelent les plus
résistante, cela est liée a sa grande capacité de développer des résistances car le comportement
de cette souche n'est pas étonnant parce qu’elle a une capacité de former un biofilm (une
organisation complexe composée de différentes strates dans lesquelles les bactéries se

retrouvent en conditions physiologiques spécifiques a leur situation) (Abi-Ayad et al., 2011).

Les travaux notamment ceux de Ouattara et al. (1997); Hammer et al. (1999); De
Billerbeck et al.,(2002); Souza et al. (2006a); Ahmad et al. (2006b); Agaoglu et al. (2007);
Derwich et al. (2010) et Bari et al. (2010) ont confirmé la grande résistante des bactéries
Gram - par rapport aux Gram+. Ce constat peut €tre dii a l'action de certains composés
volatiles de I'huile essentielle ¢étudiée d’une part et a la présence d'une couche de
lipopolysaccharide (LPS) chez les bactéries Gram - qui pourrait fonctionner comme barricre
efficace contre n'importe quelle biomolécule entrant d’autre part (Inouye et al, 2001,
Bagamboula et al., 2004 ; Upadhyay et al., 2010).

On note que I’HE de thym et de laurier exerce une activité faible vis-a-vis de la souche
pseudomonas aeruginosa, ’HE d’origan fait exception .Plusieurs auteurs rapportent la faible
sensibilité de la souche en question vis-a-vis de I’'HE de Thymus vulagaris(Thuille et al.,

2003 ; Bouhdid et al., 2006 ; Haddouchi et al., 2009).
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A T'inverse, CELIKEL & KAVAS (2008) ont souligné, que 1’action des HEs volatils a
peu d’influence sur ’inhibition de la croissance des bactéries a Gram (-) et (+).Cependant,
quelques HEs semblent étre plus spécifiques, et exercent une importante activité inhibitrice
contre les bactéries Gram (+) que sur les bactéries Gram (-). Les mécanismes d’actiondes HEs

et leur sélectivité envers certaines bactéries restent jusqu'a présent mal élucidés.

Les principaux composants actifs des HEs contre les agentspathogeénes d’origine
alimentaire contiennent généralement 1% des composés phénoliques tels que
le :carvacrol,l’eugénol et le thymol (DORMAN&DEANS, 2000 ; Lambert et al., 2001) ; le

citral , le 1, 8 cinéole et linalol ( Cristiani et al., 2007).
2.1. Spectre d’activité des huiles étudiées vis-a-vis des souches pathogénes

Les deux HEs d’origan et de thym, ont présenté une forte activité antibactérienne .Cette
grande activité peut étre liée a la présence des composés phénoliques majeurs : carvacrolpour
I’origan (Résultats similaires a ceux obtenus par Belhattab et al., 2005 ; Azzoudj et al .,
1999)et thymol pour le thym. Par ailleurs Dob et al. (2006) Ontmené une étude sur les thymus
de I’Afrique du nord, ont démontrés que le composé majoritaire était le thymol chez les
especes d’Algérie et du Maroc et le carvacrol chez les especes de la Tunisie, ce qui est le cas
pour notre HE du thymus.Ces deux composés phénoliques sont en effet connus par leurs
propriétés antimicrobiennes ( Ettayebi et al ., 1999 ; Ultee et al ., 2000 )., car la composition
chimique des HEs et leurs composants peuvent jouer un rdle important dans [’activité
antimicrobienne .( SI et al., 2006) ont aussi démontrés cette activité . En effet Les HE sont
essentiellement constituées d’hydrocarbures monoterpéniques.

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles du thym et d’origan est supposée étre
due a leurs constituants phénoliques (Sivropoulo et a/ ., 1996, Davidson et Naidu, 2000,
Karamanet al ., 2004). De plus, aprés leur pénétration dans la cellule, le carvacrol ainsi que le
thymol peuvent interagir avec des composants intracellulaires et provoquer la mort cellulaire,
exemple: par altération des protéines de structure (Kawakishi et Kaneko,
1987).L’amphipathicité des composant phénoliques comme le thymol et le carvacrol peut
expliquer leur interaction avec les biomembranes et donc 1’activité antimicrobienne (Cristiani
et al.,2007).

Selon des étudesréalisées par 1’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS, 1999) ont
¢galement montré que le thymolpossede une forte activité antimicrobienne et antifongique

contre de nombreuses especesy compris Aspergillus sp , S.aureus et E.coli

Lambert et al. (2001) et Juven et al. (1994) ont expliqué ce phénomene par le fait que le

thymol se lie auxprotéines membranaire et fait augmenter la perméabilit¢ de la
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membranecellulaire bactérienne. D’autres travaux ont suggéré aussique ce composé volatil est
responsable de I’inactivation d’enzymes, y compris ceux impliqués dans la production

d’énergie et la synthése des constituants de structure (Trombetta et al., 2005).

Il a été montré que le carvacrol interagit avec la membrane cellulaire ou il se dissout
dans la bicouche phospholipidique et aligne les chaines d’acide gras. L’interaction des
composants lipophiles avec les composants de la membrane phospholipidiques cause
d’importants changements dans la structure de celle-ci (Ultee et al., 2000). Ces changements
de structure physique causerait une altération et une déstabilisation de la membrane, en
augmentant la fluidité membranaire et de ce fait sa perméabilité¢ (Ultee et al., 2000).11 s’agit
de la toute premicre indication de dégats irréversibles au niveau de la membrane. Des
composés isolés tels le thymol et le carvacrol rendent la membrane des bactéries perméable,
prémices de leur mort (Helander et al.,1998; Lambert et a/ ., 2001). La faculté de perturber la
perméabilité¢ de la cellule membranaire, accompagnée de la perte de 1’osmose chimique sont
bien la preuve d’une activité létale de certaines huiles essentielles (Cox et al. , 2000 ).

« C’est ce qui explique |'importance et [’efficacité de ces deux HEs(origan et thymé ».

D’aprés Guinoiseau , ( 2010)les composés phénoliques , comme le thymol , le carvacrol
et I’eugénol , sont fait du caractere acide de leur constituant hydroxyle , les plus actifs .Aussi ,
il n’est pas étonnant de constater que les HEs riches en phénols , comme les huiles de thym ,
d’origan et de clous de girofle , démontrent les plus hautes activités
antibactériennes.Conner,(1993) a aussi montré que ces HE révelent une forte capacité
inhibitrice contre divers microorganismes pathogenes et d’altération dans différents aliments.

L’HE de laurier a aussi présenter une activité antibactérienne intéressante mais moindre
que celle des deux autres,probablement,li¢e a la présence de son composé majoritaire qui est

le: 1, 8 cinéole.

Dorman et Deans(2000) ont confirmé que I’activité antimicrobienne de laurier est
tributaire a sa composition chimique .En effet SAYYEH et al (2002) , ont montré que I’HE de
laurier noble est constituée principalement par le 1,8 cinéol ( 44.12%) eugénol (26.15%),
methyleugénol (10,75%), sabinene (6.20%), 4- terpinol (3.60%), a-pinene (2.74%) et B-
pinene (2.05%). Suite a ces résultats SIMIC (2005), révele que le pouvoir antimicrobien de
laurier noble est attribué principalement a sa teneur élevé en 1,8-cinéol, eugénol, et

méthyleugénol.

D’autre part, selon Knowleser al. (2005), 1’activité antimicrobienne des huiles

essentielles, est due aux terpénes phénoliques qui agissent en se fixant sur les groupes amines
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et hydroxylamine des protéines membranaires microbiennes provoquant l’altération de la

perméabilité et la fuite des constituants intracellulaires.
On constate que nos résultats sont en concordance avec ceux de la bibliographie scientifique.

2.2. Effet de la combinaison des deux huiles essentielles
2.2.1. HE d’origan + HE de Laurier:

Les résultats des aromatogrammes du mélange des deux HE pures d’origan et du laurier
a volumeégale, montrent que les diamétres d’inhibition obtenu avec le mélange est inferieur a
la somme des deux diameétres d’inhibition des deux huiles seuls (figure).Nous pouvons

conclure que les deux huiles ont un effet antagoniste I’une vis a vis de 1’autre.
2.2.2. HE d’origan + HE Thym:

Les résultats d’aromatogramme du mélange a volume égale montre que les diameétres
des zones d’inhibitions obtenus du mélange est supérieur a celui obtenue des deux HE seules
ou testées séparément.En effet le carvacrol associé¢ a son isomére le thymol se sont avérésétre
des puissants inhibiteurs de plusieurs germes microbiens. Ces composes phénoliques seront
particulierementutiles pour réduire la charge bactérienne. Le rapport carvacrol /thymol doit étre

choisi pour optimiser les effets synergiques

2.2.3. HE Laurier + HE Thym: Résultat non présentés, par défaut de contamination des

boites.
2.3. Concentrations minimales inhibitrices (CMI)

Tableau XV : regroupent les CMI, correspondant a chaque souche bactérienne testées, avec la

nature de 1’activité antibactérienne de chaque germe étudié.ND : non déterminé

CMI des trois plantes
Souche / HE / type de | Thym Origan Laurier
mécanisme d’action
S.aureus 0,06 % 0,015% I’HE de laurier vis a vis des
(Bactericide) (Bactericide) trois souches bactériennes
E. Coli 0,25 % 0,03 % étudiées est la dilution 1 /16 qui
Bactéricide (Bactéricide) (Bactéricide) correspond 4 59 ,70ul /ml
Psudomonos aeruginosa) 1% ND st ot ’1 biné 1
(Bactériostatique) (Bactériostatique) r’es1.1 ’a pris Par ¢ 11’101’.116 C,‘“‘ a
Salmonella entiris 0,125% 0,06% réalisé par méthode de dilution,
(Bactériostatique) (Bactériostatique) en travaillant sur la méme espece
de la méme
région).Pseudomonas non
déterminée.

Selon Penaler et ses collaborateurs (2005), la CMI varie suivant la variété de la plante

de laquelle est extraite ’HE et selon le germe étudié.
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3. Application des huiles essentielles sur la viande

L’évolution des esprits et le refus du « tout chimique » qui se manifeste de plus en plus
ouvrent un peu plus la porte au « retour au naturel », ¢’est-a-dire au respect de I’essentiel, la
vie.

Bien qu’il y ait beaucoup d’¢tudes focalisées sur les propriétés biologiques des plantes

aromatiques et leurs huiles essentielles, les applications sur les aliments sont trés peu (Raza
etal., 2009; Foda et al., 2010; Ghasemi et al., 2010). Ceci est di en fait a la complexité de la
création de nouveaux conservateurs, efficaces et sirs.

3.1. Résultats des analyses microbiologiques effectuées sur la viande avant inoculation

Les analyses microbiologiques de la viande bovine avant toute inoculation, montre une
conformité aux normes en vigueur. On note une absence de salmonelles, des coliformes

fécaux, des anaérobies sulfito-réducteurs (ASR), des staphylocoques présumés pathogenes.

La charge de la flore aérobie mésophiles totale est en général inferieur au seuil critique

décrit par les normes en vigueur.
3.2. Résultats des analyses microbiologiques effectuées sur la viande apreés inoculation

Les figures : 21, 22,23, 24 et 25 montrent respectivement les résultats du développement
de la Flore aérobiemésophile totale ( FAMT ) , S.aureus , E.coli , Pseudomonas aeruginosa et
S.enteridis sur la viande bovine conservée a température de réfrigération (réfrigérateur de
type ENIEM a une porte ) en présence des trois huiles essentielles cités précédemment dits
échantillons traités ( 50 g de viande + 10° UFC / g de la bactérie en question + HE ).Un
¢chantillon témoin ou dit encore : contrdle, qui ne contient pas I’HE, mais uniquement de la

viande inoculée par les bactéries pathogenes .

On note que d’aprés I’ensemble des figures le nombre de bactéries dans les viandes
témoins est significativement supérieur par rapport au nombre de bactéries dans les

¢échantillons traités avec les types d’HE.

Remarque :

On tire ’attention concernant la conservation des échantillons contréles (qui ne contiennent
pas I’HE), que leur entreposage n’était pas dans le méme réfrigérateur, ils étaient séparés, afin

Svi ur voisi v & 1 ités av uesti Svi ussi
d’éviter leur voisinages avec les échantillons traités avec I’HE en question, afin d’éviter auss
I’effet d’influence des composés volatiles des HE sur les échantillons controles, qui s’en suit
par une diminution notable de sa charge bactérienne au cours du temps. (Probléme déja
rencontré lors des travaux précédant des étudiants de Dr. Djennane. Ce qui a influencé sur la

cinétique bactérienne de tous les témoins de leur étude.
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3.2.1. Effet sur la flore aérobie mésophile totale (FAMT)
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Fig.21 :Inhibition de la FAMTpar les HEs d’origan, thym et laurier appliquées sur la viande
bovine fraiche stockées a 4°C pendant 8 jours.
D’apres l’allure de la courbe présentée dans la figure 21, la FAMT a connu une

augmentation significative pour les trois HE, mais cette flore n’a pas dépassé¢ le
seuilcritiqueadmis par la réglementation Algérienne décrite dans le J.O.R.AD.P.1998 (5.10°

germes /g de produit a analysé), au bout de 08 jours de conservation au frais.

On note que cette augmentation de charge en maticre de FAMTpeut étre due a une

multiplication des bactéries Gram positif (Clark et al., 1980 ).

L’origan et le thym semble présenter une flore inferieur a celle de laurier, bien que la
charge des trois HE est inferieur a celle de 1’échantillon témoin ou contrdle. Ces résultats
pourraient €tre expliquer par le fait que le thym et I’origan surtout contiennent des substances
bactériostatiques, voir méme bactéricides (Boyer et al., 1995) contribuent a la réduction de la

FAMT. Ce résultat est constaté par plusieurs auteurs.

Pour les échantillons témoins ou contréle on note une augmentation de la FAMT qui

dépasse le seuil critique de 5.10° UFC/g.

3.2.2. Effet sur S. aureus
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Fig.22 :Inhibition de S. aureus par les HEs d’origan, thym et laurier appliquées sur la viande
bovine fraiche stockées a 4°C pendant 8 jours.
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Il s’avere que la présence de ces trois HE permet une réduction significative au nombre
logarithmique de S.aureus, pendant toute la période de conservation.

D’apres 1’allure du graphe, on peut dire que I’HE delaurier & montrer une diminution
trés importante de la charge microbienne durant les 05 premiers jours de conservation, cette
diminution est d’environ 03 cycles logarithmiques de 5 log 10 UFC /g jusqu’au 3.5 log 10
UFC /g, ensuite elle se stabilise a cette charge jusqu’au 8ieme jour d’entreposage au frais.

I’HE duthym (7hymus vulgaris): d’aprés le graphe , on note que cette huile a a
permis une réduction treés considérable de la charge bactérienne , interprétée par une chute
libre , aprés 24 heures d’entreposage d’ailleurs le nombre de S.aureus a atteint une valeur
nulle , ce qui explique que I’'HE du thym exerce un effet l1étal sur la bactérie cible ou
autrement dit; un effet bactéricide .Ce résultat , confirme celui obtenue in vitro , et en
corré¢lation avec la bibliographie scientifique .Ainsi Karaman et a/. (2001) ont montré que les
HE du thym présentent des activités antibactériennes et antifongiques .De méme, 1’activité
bactéricide du thym, a été aussi démontré par Rasooli et al. (2002), et par Tepe et al. (2005).

Il est a noter que I’HE de thym a une variabilité exceptionnelle en fonction de son
environnement a savoir : (thym a thymol, a Carvacrol, a 1’inalol, & géraniol et a thyanol
(Joualt .2012) d’ou intérét de faire une CPG /SM est nécessaire a fin de déterminer la fraction
active responsable de cette efficacité antimicrobienne.

I’HE d’origan : d’aprés le graphe ci-dessus, une trés forte réduction du nombre de
S.aureus a ¢été enregistrée .En effet, une réduction de 100% (effetbactéricide)due
probablement a la présence du carvacrol ,composantmajoritaire d’origan .On note que le
méme phénomene observé que celui du thymol car le thymol et le carvacrol sont des
composants actifs des deux HE, rendent perméable la membrane des bactéries, un effet
précurseur de la mort .leurs huiles ont donc bien des propriétés bactéricides.

Sogdic et Ozcan. (2003), Pibiri (2006), Kabouche et al. (2005) et Sari et al. (2006), ont
¢galement confirmé la forte sensibilité de Staphylococcus aureus vis-a-vis de toute les HE de
thym de I’origan ce qui confirme les résultats rapportés par la bibliographie scientifique.

Dans un abstract paru 2001 dans le journal de I’American College of Nutrition, 18
souris ont été contaminées par injection par le Staphylococcus aureus .Trois des six souris
ayant recu de I’huile essentielle d’origan ont survécu a ’infection contre seulement deux des
animaux ayant recu des antibiotiques, de la vancomycine .Les six souris n’ayant regu aucun
traitement sont mortes en trois jours.

Selon Bagamboula et a/ ., 2004 ; Baydar eta/ ., 2004 , ont montré que les
différentesconstituants des HE possédent une activité antimicrobienne et les constituants

volatils majeurs ont des propriétés antimicrobiennes les plus importantes : carvacrol chez
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I’origan , eugénol chez les clous de girofle , linalool chez le coriandre et le thymol chez le
thym.

Ces travaux sont similaires a ceux prouvés in vitro, ainsi que par la littérature et les
publications scientifiques.

Pour le I’échantillon témoin ou controle (50g de viande + S.aureus +ED) qui ne contient
pas d’HE, d’aprés le graphe, nous observons que le témoin voit sa charge microbienne
augmenter progressivement au cours du temps, on passant de la valeur 5 log 10 UFC /g a la
valeur 7.4 log 10 UFC /g au bout de 08 jours.

3.2.3. Effet sur E. coli
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Fig.23 :Inhibition d’E.coli par les HEs d’origan, thym et laurier appliquées sur la viande
bovine fraiche stockées a 4°C pendant 8 jours.

D’une manicre générale, lors de I’application de ces HE sur la viande inoculée, ya eu
une réduction notable et considérable de la charge bactérienne de la souche E. coli pour les
troishuiles.

L’HE de laurier : on observe une diminution progressive de la charge microbienne réduite
apres 03 cycles logarithmiques du premier au 8ieme jour d’entreposage au frais.

L’HE du thym : phénomeéne similaire a celui de la souche bactérienne S.aureus , car d’apres
le graphe il ya une réduction trés considérable de la charge bactérienne voir méme réduite a
100% figurée dans le graphe par une chute libre , interprétée aussi par un effet 1étal ou
bactéricide vis-a-vis de la souche E. coli , confirmé par plusieurs auteurs .

« la molécule de thymol exerce un effet inhibiteur et létal sur diverses souches bactériennes
comme E. coli et S.aureus sur lesquelles elle provoque des fuites d’ions Potassium (K+) »
(Walsh et Maillard,2003).

L’HE d’origan : tout comme le thym, il présente le méme phénomene, le composant an
question qui est le carvacrol, car d’apres Kaloustian et al., 2008 )prouvent que I’H.E. d’origan
est un antimicrobien trés intéressant , plusieurs personnes l’utilisent pour combattre les
rhumes , et autres infections respiratoires , d’ou son HE est intéressante comme bactéricide

contre plusieurs pathogenes notamment E. coli et S. aureus .
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Kim et al ., 1995 , ce sont intéressés a E. coli O 157H7 , leurs résultats montre que la
croissance de cette souche est complétement inhibée par le : citral , le carvacrol , le géraniol ,
perillaldehyde a 0.5 g/1.

Egalement Helander et ses collaborateurs (1998), ont montré¢ que des changements
morphologiques au niveau de la membrane externe d’E. coli sont observés suite a son
exposition au carvacrol , un composé majoritaire de 1’origan .

3.2.4. Effet sur Pseudomonas aeruginosa
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Fig.24 : Inhibition de Pseudomonas aeruginosa par les HEs d’origan, thym et laurier
appliquées sur la viande bovine fraiche stockées a 4°C pendant 8 jours.

L’HE de thym: On observe une légére augmentation de la charge bactérienne vis-a-vis de
cette souche mais I’huile de thym présente une charge moindre que de celle de laurier, mais
cette cinétique reste inferieur au seuil et ne le dépasse pas (selon la réglementation en
vigueur) ; tout en sachant que la cinétique de I’échantillon contréle (témoin) est beaucoup
plus supérieur que celui des échantillons traités. En effet la molécule du thymol n’esp pas
active sur Pseudomonas aeruginosa (Walsh et Maillard ., 2003 ).

L’HE d’origan : Son effet est évident des le premier jour de stockage, on note d’apres
I’allure de la courbe une réduction de la charge bactérienne jusqu’au dernier jour de stockage.
Car seules les HEs d’origan et du romarin détruisent les pseudomonas aeruginosa (Baratta
M.T et al., 1998).

A titre de rappel, on note que les bactéries Gram positif sont généralement plus
sensibles aux effets des phénols et poly phénols .Cette résistance plus élevée chez les
bactéries Gram négatif est attribuée a la présence d’'une membrane externe imperméable aux
composés lipophiles étant donné que la bactérie pseudomonasaruginosa est une bactérie

BGN présentant a sa membrane externe formée de LPS (lipopolysaccharides).
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3.2.5 .Effet sur Salmonella entiritidis
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Fig.25 : Inhibition de Salmonella entiritidis par les HEs d’origan, thym et laurier appliquées
sur la viande bovine fraiche stockées a 4°C pendant 8 jours.
L’HE de laurier : durant les 05 premiers jours, fait prendre a la courbe une allure semblable

a celle de I'HE d’origan .A partir du Sieme jour, ya une diminution trés importante de la
charge bactérienne jusqu’au 8ieme jour avec une diminution de plus de 3 cycles
logarithmique.

L’huile de thym présente une activité moindre.
Par classement on aura : I’HE d’origan > HElaurier> I’HE de thym.

Des chercheurs ont testés I’effet de I'HE de laurier, d’origan de coriandre contre plusieurs
bactéries, ils ont observés que ’'HE d’origan manifestait 1’activité la plus large contre presque
toute les bactérie testées ( Barrata et al ., 1998 ).

D’apres Juven et coll.1994ont obtenus une diminution importante des cellules vivantes
de salmonella thyphimirium en la traitant par I’HE de thym et ces constituants actifs.

Plusieurs études portés par Kim et ces collaborateurs (1995), ont porté la sensibilité des
Salmonelles a différents composés d’HE .Le composé le plus efficace est le carvacrol .

D’apres Hulin et coll (1998) et Ultee et coll (1999), le carvacrol semble étre un puissant
inhibiteur de croissance de bactéries telle que Bacillus cereus et Salmonella sp. De méme
Bagamboula et coll (2004) ont récemment montré un effet inhibiteur du carvacrol sur deux
especes de shigella.

Nos résultats sont en concordance avec ceux réalisés in vitro, revue dans la discussion
synthese.
3.3.Synthese sur I’effet des HE appliquées sur la viande inoculée par les bactéries pathogénes :

Nous pouvons déduire,grace aux profils chromatographiquespubliées dans la
littératurescientifique en ce qui concerne nos HEs étudiées, que les résultatsobtenus pour ce
qui est de la CG/MS,les trois HE étudiées sont constituées de composés majoritaires a savoir
le : carvacrol, thymolet le 1, 8 cinéol,sont considérés par beaucoup d’auteurs comme des
antibactériens et antifongiques potentiels(sans oublier leurs pouvoir antioxydant revue dans la

partie II de nos résultats).
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Une question a soulevée c’est de se demander si leurs effets antimicrobiens ne sont pas
une synergie entre toutes les molécules composante, ou au contraire, ils ne reflétent que les
molécules majeurs présentes. En effet le thym se classe en premier des HE testées, et le
thymol est le premier parmi les composants testées .Logique . Pourtant il est intéressant que le
halo d’inhibition de ’'HE de Thymus vulgaris est en moyenne plus que le double de la taille de
celui du thymol seul, autrement dit ’HE compléte du thym posséde une activité bactéricide
deux fois plus importante que son composant supposé le plus actif seul. Plusieurs auteurs ont
confirmé ces résultats ( Dorman et a/ ., 2002 ; Klaric et al ; Inouye et al ., 2006 ). Méme
phénomene se produit avec 1’eugénol et I’HE de clous de girofle qui a un effet inhibiteur plus
important que son composant actif, qui est I’eugénol.

Ces travaux mettent en évidence le fait que c’est bien I’ensemble des molécules que
vient la totalité de ’efficacité de I’HE, et non d’un seul « principe actif » qu’il est illusoire de
vouloir isoler. Jouault.(2012).

Néanmoins certains chercheurs, ont signalé qu’il existe une relation étroite entre la
composition chimique en éléments les plus abondants et I’activité antimicrobienne.

Bien que I’efficacité d’une HE est due en grande partie a sa composition chimique , et
que cette composition dépend de plusieurs facteurs aussi bien climatiques que techniques ,
c’est pourquoi , et afin de pouvoir mieux se fier au chémotype , il faut standardiser les
conditions de récoltes ou alors réaliser apres chaque extraction une CPG qui accompagnera le
flacon d’HE pour étre sure de sa composition chimique , dans le but de ['utiliser d’une
manicre plus efficace et de pouvoir étudier plus précisément ses effets , seule ou couplée a
d’autres molécules , facteurs au agents ( recherche d’effets synergiques ).

Concernant I’effet des HE appliquées sur la viande bovine fraiche, nous remarquons que
la tendance est différente, car il ya une différence d’effets de nos HE vis-a-vis des souches
bactériennes ¢tudiées .Car plusieurs facteurs influencent les propriétés antimicrobiennes.

Pour le I’échantillon témoin ou controle (50g de viande + S.aureus +ED) qui ne contient
pas d’HE, nous constatons que la charge microbienne a augmenter progressivement au cours
du temps pour tous type de germe microbien.

Les deux HE d’origan et thym sembles efficaces, car d’aprés Kaloustian et al. (2008),
confirment que ce sont les phénols(thymol et la carvacrol ) qui donnent a ’'HE le caractére
antimicrobien .Par ailleurs ces résultats sont en accord avec ceux donnés par Valeroet
Frances ( 2006 ) et Horvath et al. ( 2006 ).Plusieurs études ont ainsi montré 1’apparition de
fuites d’ions de potassium dans les cellules microbiennes (E.coli et S.aureus ) en contact avec
I’HE ,cette fuite de potassium est la toute premicre preuve de l’existence de Iésions
irréversible au niveau de la membrane de la bactérie , le thymol et le carvacrol , des

composants actifs d’huiles essentielles ont donc bien des propriétés bactéricides, il semble que
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les deux phénols sont similaires et présentent un effet bactéricide vis-a-vis des deus bactéries
précitées , car le carvacrol et /ou le thymol sont des isoméres de position . Les effets

bactériostatiques sont montrés par le reste.

I ; : OoH
CH({CH._).. CH{(CH_ ).
Carvacrol T hymol

i 3

Fig.26: structure du carvacrol et du thymol (isomeres de position).

Plusieurs auteurs comme (Shapiro et Guggenheim, 1995, Dorman et Deans, 2000,
Bagamboula et al ., 2004, Pibiri, 2006). Selon Walsh et al. (2003) ont confirmé que [’action
du thymol est aussi comparable a celle de son isomere le carvacrol.

Vient en 3ieme position I’HE de laurier qui a jouer une bon rdle concernant son action
sur les trois souches bactériennes sauf, Pseudomonas , qui paraissait la plus résistante (
mémephénomene pour I’HE thym ). Cette huile a diminué de manicre considérable(apres les
deux autres) la chargebactérienne tout au long de la durée de conservation des viandes au
réfrigérateur.

On rappel que la diminution des charges bactériennes pour ’HE de laurier, est due
probablement a son composé majeur qui est le 1, 8 cinéol (39,98%) , composé majoritaire
(selon Flamini et a/ ., 2007 est a 48.38% ) , présente un effet antibactérien modeste mais qui
jouerait un role dans la perméabilit¢ de la membrane externe (Apadopoulos et al., 2008) , en
effet d’apres CARSON et ses collaborateurs ( 2006 ) , il augmente le perméabilité
membranaire pour faciliter le passage des autres composants dans la cellule .Ces résultats
coincide en général avec ceux obtenus in vitro..

Il est bien connu que le pouvoir antimicrobien des HE dans les matrices alimentaires est
généralementréduit une foie comparé au travail in vitro , du fait de la présence de graisses ,
des hydrates de carbone , de protéines , de sels et de pH ( facteurs intrinséques ) , influence
fortement sur 1’efficacité¢ de ces agents ( Burt , 2004 ; Caillet et Lacroix ( 2007 ) ont aussi
soulevés plusieurs facteurs ( voir chapitre III ).

Pour ce qui est de facteurs influencant comme la composition chimique de 1’aliment,
selon (Caillet et Lacroix, 2007), une huile sera plus efficace dans un aliment pauvre en gras
et/ou en protéines. Il est a noter que plusieurs études ont montés I’impact de la nourriture des
animaux (type d’alimentation des bétails) sur la qualité et la composition de leurs viandes.

En effet, une étude menée par Coulon et Priolo(2002), montre qu’une augmentation du

niveau de la ration alimentaire augmente la teneur en lipides de la viande blanche de dinde.
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D’aprés Bussata et ces collaborateurs (2008) qui ont examiné¢ I’effet de I'HE
d’origanum majorana sur la croissance de plusieurs espéces bactériennes dont E.coli dans
une saucisse fraiche .I’'HE et la saucisse ont ét¢ mélangés avec du Nacl.

En effet Wendakoon et Sakaguchi (1993), ont montrés que 1’addition du chlorure de
sodium (Na cl) aux HE augmente leur activité antimicrobienne. Les résultats de notre étude
ont montrés que les effets antibactériens étaient satisfaisant due probablement a I’ajout du
Nacl.

Il est établit que I’efficacité¢ de ’'HE peut étre influencé par la température de stockage
ou encore la quantité d’oxygéne dans I’emballage , cela est d’autant plus intéressant que les
quantités d’huiles nécessaires pour le contrdle de la croissance bactérienne dans les aliments
conservés a basse température pourraient étre réduites ( Caillet et Lacroix , 2007 ) méme si
Shekarforouchet ses collaborateurs ( 2007) ont monté que 1’effet de I’'HE de 1’Origan sur E.
coli appliquée sur une viande blanche est plus important lorsque les échantillons sont
entreposés a 10°C que lorsqu’ils le sont a 4°C.

Durant notre travail une importance considérable a été accordée a un des parametres les
plus importants qui est le potentiel d’hydrogéne (pH). En régle générale, la sensibilité des
bactéries aux substances antibactériennes semble aussi augmenter avec la diminution du pH
de I’aliment qui est un facteur important, affectant l'activité d’une substance antimicrobienne.
Car a faible pH, I'hydrophobicité de certaines molécules augmente et par conséquent, elles se
répartissent convenablement dans la phase lipidique du produit. Ces molécules peuvent aussi
se dissoudre plus facilement dans la phase lipidique de la membrane bactérienne et renforcer
ainsi leur action antimicrobienne(Japon-Lujan et al., 2006). D’apreés nos résultats obtenus
expérimentalement, les valeurs de pH obtenus refléte que ya pas une différence significative
entre les échantillons au cours du stockage.En effet les valeurs de pH pour tous les
¢chantillonsétaient au voisinage de 5,6 a 5,8. Ce fait pourrait étreexpliqué par le pouvoir

tampon de la viande.

— VIANDE + BACTERIES
LD ASsTIRD I —+ HI—.

Fig.27 :photo montrant la différence entre viande inoculée avec une bactérie pathogene avec

et sans HE ( Djenane , 2007 )
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4. Résultats des analyses sensorielles de la viande

Les réponses données par le panel test sensoriel sont résumés dans le tableau XVI.

Des tests des analyses sensorielles ont été programmeés, et des concentrations variables en
HEs (CMIx2). Ces HE sont utilisés dans cette étude pour étudier I’'impact de I’effet de la
concentration (optimisation des tests sensoriels) sur les propriétés organoleptiques de la
viande a savoir : ’odeur et le gofit.

En général, les HE possedent des odeurs assez forte et puissante ce qui peut étre un
facteur limitant pour leurs applications dans des denrées alimentaires .Cependant, selon
Caillet et Lacroix(2007), les effets organoleptiquesindésirables peuvent étre limités en
s¢lectionnantsoigneusement I’HE selon le type d’aliment considéré. Les HE s les mieux
adaptées pour 1’application sur la viande et les produits carnés sont : I’eugénol, la coriandre,
clous de girofle, I’origan et le thym.

Des chercheurs de 'université de Gand, en Belgique, ont étudié I’effet des HE du

basilic et du thym et de leurs principaux composants (thymol, estragol, carvacrol, linalol et p-
cymene).lls ont testé leur impact sur le développement de bactéries Shigella par une méthode
de diffusion sur gel d’agar et directement sur de la laitue.
Selon leurs résultats, I’application d’une solution d’HE du thym, du thymol, ou ducarvacrol,
concentrée a 0,5 % a entrainé une diminution significative de la population de la bactérie. En
portant les concentrations a 1 %, la décontamination a amené la populationa un niveau
indétectable (Zarnovican, 2004).

Tout d’abord I’application de ces trois (03) HE sur la viande aux concentrations
indiquées semble amélioré la stabilité antimicrobienne de cet aliment, d’une part .D’autre
part, I’ajout de ces HE en tant qu’additif naturels contribue a une amélioration des
caractéristiques organoleptiques, essentiellement le gott et 1’odeur ; sans oublier que ces HEs
ont un pouvoir antioxydant de longue duré, empéchant 1’apparition des golits de rance (traités
dans partie II de la partie expérimentale).

D’aprées SANCHEZ et al. ( 2003) ont rapporté que 1’usage d’extrait d’origan a
différentes concentrations a permis de retarder 1’apparition des signes d’altération
organoleptique des produits carnés , également d’aprés Dorman et Deans (2000 ) , qui ont
observés I’activité antibactérienne de cératines HEs des plantes telles que: 1’origan
(Origanum Copactum ) , contre 25 genre bactériens in vitro.lls ont conclus que 1’ajout de ces
extraits aux produits alimentaires ne causerait aucune modification des propriétés
organoleptiques , et retardait la contamination microbienne .

On souligne également que le panel des consommateurs n’a pas percus d’odeur extréme

liée a la présence de ces HE dans la viande, car la majorit¢ de cette odeur disparait apres
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cuisson des viandes due a la perte des composés volatils odorants sous I’effet de la chaleur
.Quant a I’assaisonnement, il n’apporte pas de changement significatif au gott, probablement
parce que les HE sont connus pour étre rehausseur de gofit.

Plusieurs auteurs ( Lachwicz et coll ., 1998 ; Cosentino et coll ., 19999 ; Nielson et Rios
., 20000 ; Skandamis et Nychas., 2001 ) , confirment que les HE sont utilisés dans la
conservation des denrées alimentaires elles y sont rajoutées pour rehausserle gout et pour
empécher le développement des contaminants alimentaires .

On observant les résultats de ces tests sensoriels, il apparait clairement que ces HE
appliquées a leur CMI x 2 sur la viande ont un impact significatif sur les paramétres du gotit
et d’odeur des aliments (les deux parameétressont perceptibles par les testeurs). Une étude
réalisée par Caillet et Lacroix en 2007 montre cependant qu’un ajout en tres faible quantité
d’HE n’altere pas les qualités organoleptiques de I’aliment. Plusieurs travaux ont été réalisés
dans ce contexte, a savoir: les propriétés organoleptiques d’une viande de beoeuf hachée
contenant 1% (volume/poids) d’HE d’origan ont ét¢ améliorées durant un stockage sous un
emballage sous vide et sous une atmosphere modifiée a 5 °C (Skandamis et Nycha, 2001).

La conservation de la flaveur de filets de boeuf traités avec 0,8 % (volume/poids)
d’HEd’origan a été réussie, aprés un stockage a 5°C et aprés cuisson (Tsigarida et al .,
2000,0ussalah (2) et al ., 20006).

Il serait judicieux d’effectuer en parall¢le des tests microbiologiques, des tests sensoriels
afin de pouvoir déterminer la dose perceptible par nos sens (odorat et gotit), et afin de ne pas
déstabiliser le consommateur et éviter qu’il ne rejette les aliments traités avec des HE.

Par conséquent, les propriétés sensorielles en termes d’acceptabilité des viandes traitées
avec ces composés sont en général acceptables par les panélistes.

Les réponses données par le panel pour ce test sensoriel sont résumées dans le tableau suivant :

Tableau XVI: Résultats du test sensoriel

HE Odeur Odeur Golt avant Got apres
avant apres assaisonnement | assaisonnement
cuisson cuisson

Témoin 1 1 1 1

Testeur 1 Origan 4 2 3 3

Thym 3 1 3 3

Laurier 3 1 2 2

mélange 4 3 2 3

Témoin 1 1 1 1

Origan 3 1 3 4

Testeur 2 Thym 3 2 1 3

Laurier 2 1 2 2

mélange 4 2 3 3

Témoin 1 1 1 1
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Testeur 3 Origan 3 1 4 4
Thym 3 2 3 2

Laurier 2 1 3 3

mélange 3 2 1 4

Témoin 1 1 1 1

Testeur 4 Origan 4 2 3 3
Thym 2 1 2 2

Laurier 3 1 2 2

mélange 3 1 3 3

Témoin 1 1 1 1

Origan 4 1 2 4

Testeur 5 | Thym 3 1 2 2
Laurier 2 1 2 2

mélange 3 1 4 4

L’origan est I’HE la plus forte en odeur et en gott. En effet, elle est la seule HE a savoir
obtenu des valeurs de 4 (fortement perceptible) et a recue a la note de 3 (moyennement
perceptible), alors que I’HE du thym est mois forte, celle de laurier est moins forte aussi an

odeur et en gout que I’HE d’origan.

On note que les goits forts et acre de ces huiles rendent la viande plus appréciée du

point de vue organoleptique.
Partie 11
Test anti-radicalaire contre le DPPH mesuré au spectrophotometre

11.1.La détermination de la valeur EC50

L’ECS50 a été apparemment introduit par Brand-williams et ses collaborateurs et elle a
été ensuite employée par plusieurs groupes de chercheurs pour représenter leurs résultats.

Elle définit la concentration efficace de substrat qui cause la perte de 50% de I’activité
du radical libre « DPPH ». Les différentes figures présentées ci-dessous présentent les valeurs

EC50 des différentes des huiles étudiées.
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Fig.29 :variation du taux de piégeage du DPPH (1%) en fonction des différentes
concentrations de I’HE de Thym
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Fig.30 :variation du taux de piégeage du DPPH (1%) en fonction des différentes

concentrations de ’HE d’origan
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Fig.31 :variation du taux de piégeage du DPPH (1%) en fonction des différentes

concentrations de L’HE de laurier

Détermination de la EC 50 des différents antioxydants de synthése (BHA, BHT, Vit E)

les résultats sont présentés dans les graphes des figures ci _ dessous.
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Fig.32: variation du taux de piégeage du DPPH ( 1%) en fonction des différentes

concentrations de la BHA
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Fig.34 : variation du taux de piégeage

du DPPH ( 1%) en fonction des différentes

concentrations de la vitamine E

Le pouvoir antioxydant des huiles essentielles testées, il a été estimé par comparaison

avec des antioxydants de synthése (BHT, BHA et vitamine E). Les résultats obtenus sont

illustrés par le graphe de la figure35.
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Fig.35: variation du taux de piégeage

du DPPH ( 1%) en fonction des différentes

concentrations de nos HEs avec les antioxydants de synthése.

I1.2. Comparaison des valeurs des EC 50

Les EC50 des H.E. du thym, laurier et I’origan ainsi que les antioxydants standards

BHA, BHT, et la vitamine E, sont déterminées graphiquement, dont I’abscisse représente la
concentration de I’extrait et I’ordonné représente I’activité antioxydante en (%). Les résultats

déduits sont regroupés dans le tableauXIV

Tableau XVII : les valeurs des EC des différentes plantes avec les antioxydants de synthése

Composés Valeurs des EC 50 (ug/ml)
Vitamine E 55,69
BHA 64,45
BHT 58,94
Thym 400,40
Origan 189,02
Laurier 546,75
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Fig.35 : Comparaison des valeurs EC50 de nos huiles avec les antioxydants de synthése et les
antioxydants standards

I1.3.Discussion concernant I’activité antioxydante de nos huiles :

On peut dire que nos HEs présentent une activité antioxydante et que la capacité de
piéger le radical libre DPPH est intéressante. Benzie et Strain (1996) ont considéré
I’antioxydant comme toute, molécule capable de réduire les espéces oxydantes qui peuvent
endommager les structures biologiques .Ces auteurs ont donc interprété  1’activité
antioxydante comme la capacité réductrice .Cependant, le pouvoir antioxydant d’un

antioxydant n’est pas nécessairement égale a sa capacité de réduire le DPPH

» L’HE de Thymus vulgaris: L’activit¢ antiradiculaire et antioxydante de I'HE
deThymus vulgarisont eté testés par Bouhdid et ses collaborateurs(2006), par la
mémetechnique, le pouvoir antioxydant manifest¢ a été¢ interprété par une action
combinée des différents antioxydants endogeénes contenus dans I’HE. La grande
capacité¢ de réduction des radicaux libres de 1’essence de Thymus vulgaris est
principalement due a son profil chimique riche en thymol.

L’activité antioxydante de cette essence a ét¢ évaluée au moyen du test DPPH et la
concentration qui fournie 50% d’inhibition (EC50)calculée graphiquement a partir de la
courbe de la figure29 (au moyen du logiciel Origine ) elle est de I’ordre de 400 pg/ml, mais
le pouvoir antioxydant des antioxydants de synthése reste supérieur al’HE de thym étudiée ,
cette valeur est supérieur a celle obtenue par Amrati et a/ ., 2011 ( 75, 97 pg/ml ), avec I’HE
deThymus zygis , et pas loin a celle obtenue par Anahi et a/.( 2010 ) avec une valeur de EC 50
qui est de 1’ordre de 500pg/ml pour la méme essence . On peut dire aussi que la valeur trouvé
pour notre essence est supérieur aux autres especes de7hymusplusieurs travaux ont été réalisés
dans ce contexte (BOUNATIROU et al., 2007 ; SAFAI-Ghomi et al., 2009 ; SOKMEN et a/
., 2004 ; STHL BISKUP et al ., 2002).

Jukic et Milos (2005) : ont montré dans une étude portant sur I’'HE de Thymus vulgaris,
que les chémotypes phénoliques ( thymol et le carvacrol ) , et non phénoliques ( linalool ) sont
capable de réduire le 2,2 diphényl —I- picrylhydrazyl , avec un effet plus ¢levé enregistré pour

les chémotypes phénoliques.
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» L’HE d’Organum floribundum : avec une EC 50 égale a 189ug/ml, reste tjrs
supérieura ceux de synthése tout comme L’HE de thym et de laurier.

Car d’aprés BRUNTONS (1999) : « le thymol composé majeur de I’HE aussi bien que
la carvacrol sont de puissants agents réducteurs du radical DPPH et inhibent la peroxydation
lipidique ».

En effet, les constituants phénoliques ( carvacrol et thymol ) ont déja prouvé leur fort
pouvoir antioxydant .Ces deux composés phénoliques et majoritaires respectivement des HE
du Thym et d’Origan , grace a leurs propriétés d’oxydoréduction , agissent en tant qu’agent
réducteurs , donateurs de 1I’hydrogéne et de 1’oxygéne singulier ( Rice —Evans et al .,
1995).D’apres (Chikoune .2004) le carvacrol et thymol sont considérécomme étant des
antioxydants primaires mais ils ne sont pas exclusivement responsables de cette activité
puisque des composées minoritaires peuvent y participer.

Fessas et al .(2007 ) ont évalu¢ I’activit¢ antioxydante de deux HE d’origan et de la
sauge a une concentration de 2,5% dans les viandes porcine et bovine conservées pendant
une periode de 12 jours a 4°C.L’HE d’origan parait plus puissante que la sauge qui a entrainé
une baisse d’oxydation des lipides dans les deux types de viande.

« L’efficacité relative des HE de ces trois especes peut €tre attribuée a la présence de
composés phénoliques a savoir le thymol et le carvacrol qui sont considérés comme étant des
antioxydants primaires mais ils ne sont pas exclusivement responsables de cette activité
puisque d’autres composés dits minoritaires peuvent y participer ».

< L’HE de laurus nobilis :

Avec une valeur de EC 50 egale a 546,74 ug/ml cette huile, semble avoir une bonne
activité antioxydante , due probablement a son composé majoritaire qui est 1, 8 cinéole , cette
activité a été démontré et étudiée par Ferreira et ses collaborateurs en 2006 pour la méme
huile avec un extrait méthanolique et la décoction qui ont montré des valeurs €levées pour la
méme activité de chaqu’un de ces extraits.

Dans une autre étude, Demo et al. (1998) ont démontré la présence des tocophérols
(vitamineE), principalement le tocophérol, dans les feuilles de Laurus nobilis obtenue dans la
fraction apolaire par extraction hexane. Dans cette étude on rapporte que le contenu
tocophérol eststrictement corrélé avec I’activité antioxydante de 1’extrait hexane des feuilles.

Ces résultats préliminaires ont confirmé que I’utilisation traditionnelle des feuilles de
Laurusnobilis dans I’industrie alimentaire est reliée non seulement a 1’odeur et a I’arome plaisant,

mais probablement aussi a des possibilités préservatives des substances présentes dans les feuilles et

d’autres picces de cette plante
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Reésultats et discussion

Toutes les espeéces ¢étudiées manifestent une certaine activité antioxydante en
comparaison avec les antioxydants de synthese .Le degréd’inhibition de 1’oxydation lipidique
varie en fonction de la concentration de I’HE et de la méthode employée.Dans la majorité des
cas I’HE d’origan reste toujours la plus active suivit par celle de thym et de laurier.

Cependant, on a prouvé que I’activit¢ antioxydante des composés majoritaires testés
séparément donne souvent des résultats inferieurs comparés a I’activité de la totalité de I’'HE
(Safaei-Ghomi et al., 2009 ) . En général, les interactions synergiques entre les différents
constituants d’'une HE sont a I’origine d’un pouvoir beaucoup plus important (Ruberto et
Berrata (2000) ; Vardar —Unlu et a/ ., 2003 ).

On conclusion, le pouvoir antioxydant des HE testées et celui du BHT, BHA, et
vitamine E dépend essentiellement de la méthodeutilisée, de la concentration, de la nature et
les propriétés physicochimiques et des substancesanti oxydantes employées ( Koleva et al.,
2002).

Nos H.E en général, ont présenté un bon pouvoir antioxydant, ce qui est confirmé par la
bibliographie
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Conclusion perspectives

Les huiles essentielles sont des substances aromatiques d’une composition chimique
complexe, ce qui leur confeérent des propriétés biologiques trésintéressantes a mettre a profit

pour préserver les viandes des pathogénes.

En se basant sur les résultatsobtenus, on peut conclure que les HE s étudiées exercent
une activité antimicrobienne sur les souches étudiées, ainsi qu’une activité antioxydante
intéressante .Les résultats obtenues suitea leur application sur une matrice alimentaire, nous
laisse a penser que ces métabolites peuvent Etre utilisés comme agents de conservation

naturels et efficaces utilisés pour limiter les empoisonnements d’origine bactérienne.

Il faut signaler que les activités biologiques d’une HE ne sont pas seulement dues aux
composés majoritaires, mais plutét a ’ensemble des composés de base .Cette étude mérite
d’approfondir les mécanismes d’action de ces composés purifiés, et une recherche plus
avancée sur la synergie de ces derniers. D’ou la nécessité de faire une analyse auxHEs par un

couplage CG/SM.

Les viandes traitées avec des HE ont présenté une amélioration prononcée, du point de

vue organoleptique a savoir le gotit et I’odeur mais aussi microbiologique.
En perspectives, il serait souhaitable :

=  D’effectuer des analyses physicochimiques sur les viandes traitées tout
comme : le suivit de la cinétique d’activité antioxydante durant le stockage de la viande
par la méthode desr-TBA,l’indice de peroxyde,ainsi que ’effet sur I’azote basique volatil
total.

=  Des ¢tudes ultérieures plus approfondies doivent étre effectuées afin de cerner
I’activité antimicrobienne des huiles essentielles dans les aliments, tout comme la
vérification de leur innocuité par des tests de toxicité et d’allergénecité.

=  Afin d’améliorer la stabilit¢ de I’'HE et sa disponibilité biologique, des
techniques récentes d’encapsulation en liposomes semblent sarmenterde tels probléme, et
nous laissent un grand espoir quant a la facilité d’utilisation future des HEs dans différents
aliments.

= Des combinaisons de ces huiles avec d’autres substances naturelles
(bactériocine) ou avec un conditionnement de la viande sous atmospheére modifiée riche
en CO2 permettent de bénéficier d’une plus longue conservation et la sécurité sanitaire

du produit.
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Conclusion perspectives

= Les HE s a activité bactéricide, et fongicide, et antioxydante peuvent &tre
inclus dans la composition de solutions volatiles, pour une pulvérisation directe sur les
carcasses de viandes pour éviter d’éventuelles contaminations et prolonger la durée de
stockage au frais.
= Les HEs étant volatils, on peut envisager leur utilisation en tant qu’agent de
préservation pour le controle de I’hygiéne de 1air des systemes de
climatisation,notamment, dans les locaux d’abattage et de stockage des carcasses de
viandes
(le « Paragerm », solution volatile utilisée pour la désinfection des locaux s’est

révélé sans toxicité pour I’homme aux doses utilisées).

Al’issue de ce travail, nous pouvons confirmer I'intérét des HEs offrant ainsi un
patrimoine a préserver, a valoriser et a exploiter dans les industriesagroalimentaire ( IAA), en

tant que conservateurs « bio » .
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Annexe

Matériel non biologique

Appareillages

Verreries et autres

Réactifs et solutions

- Balance analytique
- Chauffe ballon

- Support

- Réfrigérant

- Thermométre

- Hotte

- Bain marie

- Bec bunsen

- Etuve d’incubation
-Plaque chauffante
-Balance hydrostatique
-Réfractometre

-Vortex

- Ballon de 1000ml
- Entonnoir

- Béchers

- Ampoule a décantation de 500 ml

- Pipettes

- Poire

- Flacon ombr¢

- Fioles jaugées

- Eprouvette

- Tubes a essai stériles
- Pipettes graduées

- Boites de pétri

- Disques en papier

- Pince de laboratoire
-Seringue

-Cristallisoir

- Eau distillée

- Sulfate de sodium NA,S
- Ethanol

-Diethyl ether

-Méthanol

-Phénol phtaléine
-Hydroxyde de potassium
-Carraghénine

-Tween 80

-Eau de javel

-Eau physiologique

Tests de confirmations biochimiques

e (Coloration de Gram

Les souches que nous avons utilisées ont été préalablement confirmé par le service donneur,

mais nous avons précéder a confirmer quelques paramétres biochimiques et culturaux.

Pour chacune des souches un pré-enrichissement a été effectué sur le milieu d'isolement

sélectif puis une coloration de Gram a été réalisée apres 24h d’incubation a 37°C selon les

étapes suivantes :




Préparer un frotti ;
recouvrir le frotti avec de violet de Gentiane ; laisser agir Imn ; rincer a 1'eau distillée ;
verser du Lugol et le laisser agir pendant 1 mn ;

décolorer a l'alcool a 95°, entre 15 et 30 secondes ; rincer a 1'eau distillée ;

AN N NN

fixation avec de la fuchsine pendant 10 a 30 secondes ; rincer a 1'eau distillée ; - sécher
au-dessus de la flamme d'un bec Bunsen ;

v’ observation au microscope optique a l'objectif x40 ensuite passage au x100 avec
I’ajout de I’huile a immersion, les Gram+ se colorent en violet tandis que les Gram-

apparaissent colorés en rose. Le tableau III montre les observations notées

e Test de Poxydase

Ce test permet de différencier les bactéries Gram négatif de la famille des Enterobacteriaceae
qui sont oxydase négatif, des bactéries Gram négatif de la famille des Pseudomonaceae qui

sont oxydase positif (Selon le schéma ci-dessous).

1 gtte EDS
1Colonie X
i & 1 Disque
Disques
@ Oxvdase
—]

Reaction instantanée

/ Pas de Virage

Les derniers stades de la respiration cellulaire

Virage au Violet font intervenir une chaine de métalloprotéines : l
les cytochromes dont le dernier maillon, le v
cytochrome oxydase qui réagit directement et R. Negative

- . - N
R. Positive instantanément avec I'oxygéne.

Fig.36: Schéma illustrative test d’oxydase ( Dr. Lebres 2004 , IPA ).



» Confirmation de ’espéce Staphylococcus aureus

e Test de la catalase

Ce test permet de différencier les bactéries Gram Positifs de la famille des
Micococcaceae qui sont catalase positive, des bactéries Gram positif de la famille des

Streptococcaceae et Enterococcaceae qui sont catalase négative.

Pipette Pasteur.

Déposer 1 g

d'H202 2

Déposer une Parti N g
de la coloniq. -

el
< Apparition de bulles d’air.

Observation a I'ceil nu ou au microscope.

La catalase agit en dégradant H202 (eau oxygénée) en H20 et oxygene et I'effervescence se

traduit par un dégagement gazeux, ce qui signifie que cette souche est a catalase +.

Fig.37: Schéma illustrative test de catalase (Dr. Lebres 2004, IPA).
e Test de Coagulase libre (d’ou le nom de Staphylocoagulase)

Parmi les cocci a Gram+ et catalase+, les souches de S. aureus provoquent la
coagulation du plasma oxalaté de lapin en 24 h, les autres espéces et sous-especes de
staphylocoques d'origine humaine ne possedent pas la coagulase libre sauf S.
schleiferisubsp. Coagulans (DELARRAS, 2007). La production decoagulase permet

de différencier S. aureus de S. epidermidis et des Micrococcus.
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de Saureus
Incuber 24h a 37°C _
~ - ~
Y e
1ére tecture’apres 6h d’incubation.

Fig.38: Schema illustratif test de Coagulase ( Dr. Lebres 2004 , IPA ).
Thym

Tableau XVI: Analyse semi quantitative de I’ HE de [’HE de thym de Bouguara par CG/SM

Figure 39 : Chromatogramme de I’HE de Thymus Vulgaris
Origan
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Figure 40 : Chromatogramme de I’HE d’Origanum floribundum



Figures 41 : aromatogrammes de |’ HE d’ origon

Figures 42 : aromatogrammes de |’ HE de laurier



Figures 43 : aromatogrammes de |’ HE de thym
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