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Résumé

Résumé

Cette étude a été menée dans le but de démontrer l'activité antibactérienne de I'huile
essentielle de Rosmarinus officinalis récoltée dans la région de Saida. Et son utilisation comme
agent bioconservateur du lait cru de vache. L’huile essentielle a été extraite par

hydrodistillation de type Clevenger, le rendement obtenu est équivalent a 1.25%.

la méthode de puits montre une activité antibactérienne vis-a-vis des bactéries testées : B.
subtilis , S. aureus, E. coli avec des zones d'inhibition respectivement de 17mm, 14mm, 12 mm,

tandis que P. aeruginosa s’est révélée résistante.

Les résultats d’analyses physiques et chimiques sur le lait additionné de I'huile essentielle

révelent que sa présence a permis de ralentir I'altération du lait.

Mots clés : Rosmarinus officinalis, activité antibactérienne, bioconservateur, hydrodistillation,
le lait.



Résumé

Summary

This study was conducted to demonstrate the antibacterial activity of the essential oil of
Rosmarinus officinalis harvested in the region of Saida. And their use as a bioconservative agent
of raw cow's milk. The essential oil was extracted by Clevenger type hydro distillation, the yield

obtained is equivalent to 1.25%.

The well method shows an antibacterial activity towards the tested bacteria: B. subtilis , S.
aureus, E. coli with inhibition zones of 17mm, 14mm, 12mm respectively, while P. aeruginosa

proved to be resistant.

The results of physical and chemical analysis on the milk added with the essential oil reveal that

its presence has slowed down the alteration of milk.

Key words: Rosmarinus officinalis, antibacterial activity, bioconservative, hydrodistillation, milk.
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Introduction

Introduction :

En Algérie le lait revét un caractére hautement stratégique. En effet, il occupe une
place prépondérante dans la ration alimentaire des algériens.

Le lait est un aliment tres périssable. En effet, son pH, voisin de la neutralité, le rend
tres facilement altérable par les micro-organismes et les enzymes. Sa richesse et sa fragilité
en font un milieu idéal ou de nombreux microorganismes comme les moisissures, les levures
et les bactéries se reproduisent tres vite. Ses vitamines et ses matiéres grasses peuvent
s’altérer sous l'influence de la lumiére, de I'oxygene, du cuivre ou de I'échauffement (Dossou

et al., 2006).

Les industries alimentaires utilisent des substances de type additif alimentaire pour
assurer la conservation de leur produits, ces substances peuvent étre synthétique (nature
chimique), qui provoque avec le caractére d’accumulation et par le temps des dégats sur la
santé des consommateurs. La tendance actuelle des consommateurs a rechercher une
alimentation plus naturelle, a entrainé un regain d’intérét des scientifiques pour ces

substances (Essawi et Srour, 2000).

Des études ont été menées sur le développement des nouvelles applications et
I’exploitation des propriétés naturelles des huiles essentielles dans le domaine alimentaire.
Les huiles essentielles, actuellement employés comme arémes alimentaires, ils sont
également connus pour posséder des activités antimicrobiennes et pourraient donc servir
d’agents de conservation alimentaires (Mouna, 2015).

Dans ce contexte s’inscrit le présent travail qui a pour objectif la recherche de
nouvelles substances naturelles d’origine végétale a activité antibactérienne notamment
contre les bactéries d'altération pour but d'augmenter la durée de conservation du lait.

Le présent travail comporte deux parties :
» L'une bibliographique, qui aborde des généralités sur le lait, la filiere de lait en Algérie, la
microbiologie du lait, les principaux informations sur I'espéce étudiée, notions générales sur

les huiles essentielles.
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» L'autre pratique, ou seront développés successivement les objectifs de cette étude, la
méthodologie adoptée et matériel, I'analyse des résultats obtenus et leur discussion. Enfin le

manuscrit se terminera par une conclusion générale.
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Chapitre 1 :Le lait de vache
I.1.Filiére laitiére en Algérie:

Les algériens consomment plus que la moyenne mondiale en matiere de lait. En effet,
le Directeur général de I'Office national interprofessionnel du lait (ONIL) Mourad Alim, a fait
savoir, que, la consommation annuelle des algériens de ce produit est estimée a 145 litres
par an, alors que, la moyenne mondiale fixée par la FAO est de 90 litres/an par citoyen

(Arezki B.,2018).

Ainsi, les algériens consomment quelques 55 litres/an de plus que les autres pays du
monde. Par ailleurs, le Directeur général de I'ONIL a indiqué que, la consommation annuelle
de lait en Algérie est de 5 milliards de litres, dont 3.5 milliards de litres produites localement,
tandis que, le gap de 1.5 milliards de litres, est importé sous forme de poudre de lait

subventionnée transformée en par les laiteries en lait de sachet (Arezki B.,2018).

Selon M. Alim, la facture de I'importation par 'ONIL des 200 000 tonnes de poudre
de lait, est estimée a 400 millions de Dollars. I’Algérie est considérée comme le deuxiéme

plus gros importateur de poudre de lait dans le monde apreés la Chine (Arezki B.,2018).

1.2.Définition du lait :

Le lait est un produit élaboré par les glandes mammaires des femelles aprés la
naissance du jeune. Il s’agit d’un liquide aqueux opaque, blanc, légerement bleuté ou plus ou
moins jaunatre, d’'une saveur douceatre et d’un PH (6,6 a 6,8) |égerement acide, proche de la
neutralité (Larousse agricole, 2002).

Le lait est un liquide blanc, opaque, de saveur légérement sucrée, constituant un
aliment complet et équilibré, sécrété par les glandes mammaires de la femme et par celles
des mammiferes femelles pour la nutrition des jeunes (Aboutayeb, 2009).

Le lait sans indication de I'espece animale de provenance correspond au lait de vache

(Larpent, 1997).


https://www.algerie-eco.com/author/arezki/
https://www.algerie-eco.com/author/arezki/
https://www.algerie-eco.com/author/arezki/
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I.3.Importance et valeur nutritionnelle du lait de vache :

Le lait est le seul aliment du jeune mammifére pendant la premiére période de sa vie.
Les substances qu’ils contiennent lui fournissent I'énergie et les matériaux de construction

nécessaires a sa croissance (Anonyme, 2000).

La haute qualité nutritionnelle des protéines du lait repose sur leur forte digestibilité
et leurs compositions particulierement bien équilibrée en acides aminés

indispensables(Debry, 2001).

Le lait contient également les anticorps qui protégent le jeune mammifere contre
I'infection. Un veau a besoin de 1 000 litres de lait pour sa croissance ; c’est la quantité que

la vache primitive produit pour chaque veau (Anonyme, 2000).

Le lait joue aussi un réle tres important dans I’alimentation humaine, a la fois sur un niveau
calorique ou nutritionnel. Un litre de lait correspond a une valeur d’environ 750 Kcal
facilement utilisable, ce qui fait de lui un élément de haute valeur nutritionnelle(Leroy,

1965).

En effet, le lait est :

e Une source de protides d’excellentes valeurs biologiques.
e La principale source de calcium.

e Une source de matiere grasse.

e Une bonne source de vitamines (Leroy, 1965).

Le lait est également une excellente source de minéraux intervenant dans divers
métabolismes humains a la fois comme cofacteurs et régulateurs d’enzymes. Il assure aussi
un apport non négligeable en vitamines connues comme les vitamines A, D, E (liposolubles)
et les vitamines B1, B2, B3 (hydrosolubles). Néanmoins, le lait est pauvre en fer, en cuivre et

il est dépourvu de fibres (Cheftel et Cheftel, 1996).
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1.4.COMPOSITION :

Les principaux constituants du lait par ordre croissant sont :
+ [’eau, trés majoritaire.
+ Les glucides, principalement représenté par le lactose.
+ Les lipides, principalement les triglycérides rassemblent en acide gras.
+ Les sels minéraux a I’état ionique et moléculaire.
+ Les protéines caséines rassemblée en micelle, albumine et globuline solubles.

+ Les éléments a I'état de trace mais au role biologique important, enzymes vitamines et
oligo-élément.(Pogheon et Goursaud, 2001).

Le lait est constitué de quartes phases, rappel:

+ Une émulsion de matiéres grasses ou phase grasse constituée de globules gras et de vitamine

liposolubles (A et D).
+ Une phase colloidale qui est une suspension de caséine sous forme de micelle.

+ Une phase aqueuse qui contient les constituants solubles de lait (protéine solubles, lactose,

vitamine B et C, sels minéraux, azote non protéique).

+ Une phase gazeuse composée d’02, d’azote et de co2 dissous qui représentent environ 5%

du volume du lait (Fredot E., 2006).
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Tableau 01 : Composition moyenne du lait entier (FREDOT E., 2006).

Composants Teneurs (g/100g)
Eau 89.5
Dérivés azotés 3.44
Protéines 3.27
Caséine 2.71
Protéines solubles 0.56
Azote non protéique 0.17
Matieres grasse 3.5
Lipides neutres 3.4
Lipides complexes <0.05
Composés liposolubles <0.05
Glucides 4.8
Lactose 4.7
Gaz dissous 5% du volume du lait
Extrait sec total 12.8g
» Eau:

L'eau est le constituant le plus important du lait, en proportion. La présence d’un
dipole et de doublets d’électrons libres lui confere un caractere polaire. Ce caractére
polaire lui permet de former une solution vraie avec les substances polaires telles que les
glucides, les minéraux et une solution colloidale avec les protéines hydrophiles du sérum.
Puisque les matiéres grasses possedent un caractere non polaire (ou hydrophobe), ellesne
pourront se dissoudre et formeront une émulsion du type huile dans I'eau. Il en est deméme
pour les micelles de caséines qui formeront une suspension colloidale puisqu’elles sont

solides(Amiot et al., 2002).

» Matiére grasse :

Jeantet et al., rapportent que la matiere grasse est présente dans le lait sous forme
de globules gras de diametre de 0.1 a 10um et est essentiellement constituéde triglycérides

(98%). La matiere grasse du lait de vache représente a elle seule la moitié de I'apport
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énergétique du lait. Elle est constituée de 65% d’acides gras saturés et de 35% d’acides gras
insaturés. Elle renferme :

Une tres grande variété d’acides gras (150 différents).

Une proportion élevée d’acides gras a chaines courtes, assimilés plus rapidement que les
acides gras a longues chaines.

Une teneur élevée en acide oléique (C18 :1) et palmitique (C16 :0).

Une teneur moyenne en acide stéarique (C18 :0) ( Jeantet et al., 2008).
» Les glucides :

Le constituant principal de la matiére séche du lait est le lactose qui

présente une moyenne de 50 g/l (Linden et Lorient, 1994).

D’autres glucides peuvent étre présents en faible quantité, comme le glucose et le
galactose qui proviendraient de I’hydrolyse du lactose. En outre, certains glucides peuventse

combiner aux protéines (Amiot et al., 2002).
> Les lipides :

Les lipides du lait n"ont aucun réle particulier dans le phénomeéne de coagulation. Ils
sont constitués en majeure partie de triglycérides qui représentent 97 a 99 % des lipides
totaux (Boyaval et al., 1995).

En plus des triglycérides, on trouve des phospholipides, des stérols et du cholestérol qui

constituent 1 a 3 % des lipides totaux (Linden et Lorient, 19).
> Les protéines:

Selon Jeantet et al, le lait de vache contient 3.2 a 3.5% de protéines réparties en deux
fractions distinctes :
Les caséines qui précipitent a pH 4.6, représentent 80% des protéines totales.
Les protéines sériques solubles a pH 4.6, représentent 20% des protéines totales (Jeantet et

al., (2007).

La caséine :

Caséine est le nom de groupe de la classe dominante des protéines du lait. Les caséines
7
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forment facilement des polymeres contenant des molécules de type ldentiqueou différent.
En raison de I'abondance des groupes ionisables et des Parties hydrophobes et hydrophiles
de la molécule caséique, les polymeres Moléculaires formés par les caséines sont tres
spéciaux. lls sont constitués de Milliers de molécules individuelles et forment une solution
colloidale, qui donne au lait écrémé sa teinte bleue blanchatre. Ces complexes moléculaires
s’appellent des Micelles caséiques. Comme ces micelles ne font que 0,4 microns, elles ne
sont visibles qu’au microscope électronique (Manuel de transformation du lait, 2007).

La caséine est la principale protéine du lait et est utilisée comme ingrédient dans plusieurs
produits, y compris le fromage, les produits de boulangerie, les peintures et les colles. Elle est
extraite du lait écrémé par précipitation avec de la présure ou grace a des bactéries lactiques

acidogénes inoffensives (FAO, 2019).

Tableau 02: Classification des protéines (Brunner, 1981 cité par Pougheon, 2001).

NOMS % Protéines Nombre d’Acides Aminés
CASEINES 75-85

Caséine aS1 39-46 199

Caséine aS2 8-11 207

Caséine 25-35 209

Caséine k 8-15 169

Caséine g 3-7

Les protéines de lactosérum :

Les protéines du lactosérum représentent 15 a 28% des protéines du lait de vacheet
17 % des matieres azotées (Derby, 2001).

Thapon, définit les protéines du lactosérum comme protéines d'excellente valeur
nutritionnelle, riches en acides aminés soufrés, en lysine et tryptophane. Elles ont de
remarquables propriétés fonctionnelles mais sont sensibles a la dénaturation

thermique.(Thapon J.L., 2005).
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Tableau 03: Classification des protéines du lactosérum (Thapon J.L., 2005).

PROTEINES DU LACTOSERUM 15-22

B-Lactoglobuline 7-12 162
a-Lactalbumine 2-5 123
Sérum-albumine 0.7-1.3 582
Immunoglobulin's (G1, G2, A, M) 1.9-3.3 -
Proteases-peptones 2-4 -

» Les minéraux :
Selon Gaucheron, le lait contient des quantités importantes de différents minéraux.
Les principaux minéraux sont calcium, magnésium, sodium et potassium pour les cations et
phosphate, chlorure et citrate pour les anions (Tableau 3) (Gaucheron, 2004).

Tableau 04 : Composition minérale du lait de vache (Jeantet et al,(2007))

Eléments minéraux Quantité
Calcium 1043-1283
Magnésium 97-146
Phosphate inorganique 1805-2185
Citrate 1323-2079
Sodium 391-644
Potassium 1212-1681
Chlorure 772-1207

> Les vitamines :

Les vitamines sont des substances organiques que I'on rencontre dans de tres faibles

concentrations chez les animaux et dans les végétaux. Elles sont essentielles aux processus
vitaux élémentaires. Bien que généralement tres complexe, la composition chimique des
vitamines est maintenant connue.

Le lait contient de nombreuses vitamines. Parmi les plus connues, citons- les
vitamines A, B1, B2,C et D. Les vitamines A et D sont solubles dans les graisses,ou solvants

9
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des matieres grasses, alors les autres sont solubles dans I’eau (Manuel de transformation du
lait, 2007).

Tableau 05 : Composition vitaminique moyenne du lait cru (Amiot et al, 2002).

Vitamines Teneur moyenne

Vitamines liposolubles

Vitamine A (+ caroténes) 40ug / 100ml
Vitamine D2 4 ug/ 100m|
Vitamine E 100 ug/ 100m|
Vitamine K 5 ug/ 100ml

Vitamines hydrosolubles

Vitamine C (Acide ascorbique) 2mg/ 100ml
Vitamine B1 (thiamine) 45 ug/ 100ml
Vitamine B2 (riboflavine) 175 g/ 100ml
Vitamine B6 (pyridoxine) 50 ug/ 100ml
Vitamine B12 (cyan cobalamine) 0,45 ug/ 100ml
Niacine et niacinamide 90 ug/ 100ml
Acide pantothénique 350 g/ 100ml
Acide folique 5,5 ug/ 100ml
Vitamine H (biotine) 3,5 mg/ 100m|

> Les enzymes :

Les enzymes sont un groupe de protéines produites par les organismes vivants. Ils ont
la propriété de déclencher des réactions chimiques et d’affecter le cours et la vitesse de ces
réactions. Les enzymes le font sans étre eux-mémes affectés; c’est pourquoi on les appelle
parfois biocatalyseurs. Les enzymes du lait proviennent soit du pis de la vache soit des
bactéries. Les premiers sont les constituants normaux du lait; on les appelle enzymes
originaux. Les derniers, les enzymes bactériens, varient en type et en abondance suivant la
nature et la taille de la population bactérienne. Plusieurs des enzymes du lait sont utilisés

pour le controle de la qualité. Parmi les plus importants, citons la peroxydase, la catalase, la
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phosphatase et la lipase (Manuel de transformation du lait, 2007).

Tableau 06 : Caractéristiques des principaux enzymes du lait (Vignola, 2002).

Groupe d’enzymes Classe d’enzyme pH Temperature C°
Hydrolases Estérases :
Lipases 8 37
Phosphatase alcaline] 9-10 37
Phosphatase acide 4.0-5.2 37
Protéases :
Lysozyme 7.5 37
Plasmine 8 37
Déshydrogénases ou Sulfhydrile oxydase 7 37
Oxydases Xanthine oxydase 8.3 37
Oxygénases Lactoperoxydase 6.8 20
Catalase 7 20

1.5.Qualité de lait cru:
1.5.1.Qualité organoleptique :
Les caractéristiques organoleptiques du lait sont récapitulées dans le tableau 07

Tableau 07 : Caractéristiques organoleptiques du lait (Veisseyre R., 1975).

Couleur Blanc-jaunatre a blanc-mat
Odeur Peu accentué, fonction de I'espece et I'alimentation
Saveur Légerement sucrée (le lactose a un faible pouvoir sucrant)

Deux fois plus visqueux que l'eau:

- plus visqueux chez les monogastriques que chez les polygastriques
Viscosité
- plus visqueux au début de lactation (colostrum)

Propreté Le lait doit étre propre c'est-a-dire ne doit pas contenir d'éléments

11
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Physique Figurés.

1.5.2.Qualité physico-chimique :

> Ladensité:

Elle oscille entre 1,028 et 1,034. Elle doit étre supérieure ou égale a 1,028 a 20°C.
La densité des laits de grand mélange des laiteries est de 1,032 a 20°C. La densité des
laits écrémés est supérieure a 1,035. Un lait a la fois écrémé et mouillé peut avoir une
densité normale.( Vierling, 2008).

> L'acidité de titrable ou acidité Dornic :

L'acidité de titration indique le taux d'acide lactique formé a partir du lactose. Un lait
frais a une acidité de titration de 16 a 18° Dornic (°D). Conservé a la température ambiante, il

s’acidifie spontanément et progressivement (Mathieu, 1998).

C’est la raison pour laquelle on distingue I’acidité naturelle, celle qui caractérise le lait
frais, d’une acidité développée issue de la transformation du lactose en acide lactique par

divers microorganismes.(CIPC lait,2011)
> LepH:

Le pH renseigne précisément sur I'état de fraicheur du lait. Un lait de vache frais a
un pH de I'ordre de 6,7. S’il y a une action des bactéries lactiques, une partie du lactose
du lait sera dégradée en acide lactique, ce qui entraine une augmentation de la
concentration du lait en ions hydronium (H30+) et donc une diminution du pH, car : pH=
log 1/ [H30+].

A la différence avec I'acidité titrable qui elle mesure tous les ions H+ disponibles
dans le milieu, dissociés ou non (acidité naturelle + acidité développée), reflétant ainsi
les composés acides du lait.(CIPC lait, 2011).

Un lait mammiteux, contenant des composés a caractéristiques basiques, aura un

pH >7 et le colostrum a un pH voisin de 6.(Luquet, 1985).

» Point de congélation :
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Le point de congélation du lait est I'une de ses caractéristiques physiques les plus
constantes, Sa valeur moyenne, si I’'on considere des productions individuelles de vache,
se situe entre -0,54 °C et — 0,55°C.(Mathieu, 1998).

» Point d’ébullition :

D’aprés Amiot et Coll., on définit le point d’ébullition comme la température atteinte
lorsque la pression de vapeur de la substance ou de la solution est égale a la pression
appliquée. Ainsi comme pour le point de congélation, le point d’ébullition subit I'influence
de la présence des solides solubilisés. Il est légerement supérieur au point d’ébullition de

I’eau, soit 100.5°C.(Amiot et Coll., 2002).
1.5.3. La qualité microbiologique:

Le lait contient une flore originelle (moins de 1000 germes par ml : bactéries
lactiques, germes saprophytes) s'il est prélevé dans de bonnes conditions et issu d'un animal

sain (Guiraud. 1998).

Les microorganismes, principalement, présents dans le lait sont les bactéries. Mais,
on peut aussi trouver des levures et des moisissures, voire des virus. De trés nombreuses
espéces bactériennes sont susceptibles de se développer dans le lait qui constitue, pour

elles, un excellent substrat nutritif (Billon et al., 2009).

Ces germes pathogénes est due a un état pathologique avec ou sans infection du pis
(mammite ou maladie). Comme il peut étre le siége d'une contamination, microbienne
surtout a la ferme dont les sources sont multiples (Féces et téguments de ranimai, sol, air,
eau, animal, litiere et aliments, manipulateurs, équipements de traite et de stockage du lait,

insectes ...etc.).
> Flore originelle :

Le lait contient relativement peu de microorganisme quand il est sécrété a partir de la
mamelle d’'un animal en bonne santé. Il devrait contenir moins de 5000UFC. La flore
naturelle du lait cru est un facteur essentiel particulierement a ces propriétés

organoleptiques (Fotou et al,2011).
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Le Lait cru est protégé contre les bactéries par des substances inhibitrices appelées
«lacténines» mais leur action est de tres courte duré environ 1 heure.
Ces microorganismes, plus ou moins abondants, sont en relation étroite avec
I'alimentation et n’ont aucun effet significatif sur la qualité du lait et sur sa

production(Guiraud, 2003).

e Les bactéries lactiques :
Les bactéries lactiques appartiennent a un groupe de bactéries bénéfiques, dont les
vertus se ressemblent, et qui produisent de I'acide lactiqgue comme produit final du

processus de fermentation (Vignola, 2002).

Tableau 08: Flore originelle du lait cru (Amiot et al., 2002).

Microorganismes Pourcentage (%)
Micrococcus sp. 30-90
Lactobacillus 10-30
Streptococcus ou Lactococcus <10
Gram négatif <10

> Flore de contamination :

Cette flore est I’'ensemble des microorganismes contaminant le lait, de la récolte
jusqu’a la consommation. Elle peut se composer d’une flore d’altération, qui causera des
défauts sensoriels ou qui réduira la durée de conservation des produits, et d’une flore

pathogene dangereuse du point de vue sanitaire (Vignola, 2002).
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Tableau 09 : Germes contaminant le lait cru. (Jakob et al., 2009).

Germes Gram positif

Sources de contamination

Psychrotrophes

Germes sporulés Aérobies

Terre, poussiére, foin

certains especes

Germes  sporulés  anaerobies Ensilage, fourrage vert en Non
(clostridies) fermentation, boue

Entérocoques Feces, résidus de lait Non
Staphylocoques Peau, muqueuses Non

Microcoques

Peau, résidus de lait

certains especes

Bactéries propioniques Peau, résidus de lait, fourrage Non

vert en fermentation, ensilage
Germes Gram négatif Sources de contamination Psychrotrophes
Colibactéries (E. coli) Féces, eaux uses Non

Entérobactéries

Plantes, féces, eaux

Certaines esp

Pseudomonas Eau, sol Oui
Alcaligenes, Flavobacterium Eau, sol Oui
Levures Sol, plantes, résidus de lait Oui

> Flore d’altération :

Seules quelques-unes des especes présentes seront responsables de I'altération

du produit. Elles sont d’abord sélectionnées en fonction des conditions physico-chimiques

mises en jeu (nature de produit, pH, pression partielle en oxygene, température de

stockage, etc.) (Bonnyfoy et al., 2002).

® Bactéries de type coliforme :

Les coliformes sont des entérobactéries (bacilles Gram négatif, asporulés,

glucose+,oxydase-,nitrate réductase+, aérobies anaérobies facultatifs) qui fermentent le

lactose avec production de gaz.(Cuq, 2007).
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Leur développement est freiné par I'abaissement du pH et leur croissance est
stoppée lorsque le pH est inférieur a 4,5. lls sont peu résistants a la chaleur. (Minor et

Richard,1993).

e Levures et moisissures :

Les levures et moisissures sont des cellules eucaryotes rattachées au regne
végétalpar leur structure cellulaire. Regroupées sous le vocable de flore fongique, elles
peuvent étre retrouvées aussi bien dans le lait cru, le lait en poudre que dans tous les

autres produits laitiers. (Abdessalam A., 1984).

» Flore pathogeéne :

La contamination du lait et des produits laitiers par les germes pathogéenes peut
étre d'origine endogéne, et elle fait, alors, suite a une excrétion mammaire de I'animal
malade ; elle peut aussi étre d'origine exogéne, il s'agit alors d'un contact direct avec des
troupeaux infectés ou d'un apport de I'environnement (eaux) ou bien liées a 'Homme

(Brisabois et al.(1997)). Parmi ces germes :

® Bactéries infectieuses :

Les principaux micro-organismes infectieux :

v’ Salmonelles :

Sont des bactéries Gram - en forme de batonnets, anaérobies facultatives,
appartenant a la famille des Enterobacteriaceae (Crump et al., 2017;Holschbach et al.,
2018). Au sein de deux espéces, Salmonella bongori et Salmonella enterica, des centaines de
sérotypes différents ont été découverts. Les salmonelles peuvent se développer dans des
environnements acides. Une croissance a pH 3,7 a par exemple été rapportée. Cependant
d’autres facteurs peuvent influencer celle-ci, tels que la température, I'oxygéne disponible,

le milieu de croissance, le taux d’inoculation et le sérotype (J. D’Amico et al., 2017).

Les bactéries du genre Salmonella sont a I'origine de la salmonellose, une maladie se
transmettant principalement par voie fécale au sein des ruminants et responsable de toxi-

infections liées a la consommation d’aliments ou d’eau contaminés. Cette contamination est
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également possible suite a un contact avec I'animal contaminé ou avec son environnement.
Certaines souches de salmonelles causent des mammites et par 19 conséquent, les micro-
organismes pathogénes peuvent se retrouver dans le lait (J. D’Amico et al., 2017;

Holschbach et al., 2018; FAO, 2019).

Les personnes contaminées par ce micro-organisme pathogene peuvent présenter
les symptdmes suivants : diarrhée, forte fievre accompagnée de frissons et maux de téte,

douleurs abdominales, vomissements (Santé Publique, 2018).

v’ Listeria :

Le genre Listeria comporte huit especes, dont Listeria monocytogenes, une bactérie
pathogéne pour I Homme et les animaux, Gram +, sous forme de batonnets. Elle est
responsable de la toxi-infection appelée listériose. Elle résiste a des conditions de pH entre
4,30 et 9,40, et peut vivre jusqu’a une activité d'eau aussi faible que 0,92. De plus, cette
bactérie psychrotrophe a la capacité de se développer a des températures basses, sous 7 °C
(ANSES, 2011; Gérard et al., 2018) . A cause de sa résistance aux conditions extrémes, ce
pathogéne peut survivre durant la conservation du produit au réfrigérateur. C’est pourquoi,
malgré le respect de la chaine du froid lors de la production et de la conservation d’aliments,
il est possible de conserver des traces de L. monocytogenes. Différentes sources de
contamination sont possibles. La contamination peut étre due a l'animal ou a
I’environnement de production. Le traitement thermique permettant I’élimination de ce

pathogéne doit se faire a une température de minimum 65°C(ANSES, 2011) .

Les symptomes de la listériose sont la diarrhée, le vomissement, la fievre, les maux de téte,
les convulsions, les frissons, ou encore la gastroentérite et la myalgie. Elle peut également

mener a la méningite et la septicémie (Akrami-Mohajeri et al., 2018).

v' Campylobacter :

Un autre micro-organisme pathogene peut également étre présent au sein des
produits laitiers a base de lait cru : Campylobacter (DiversiFerm, 2014). Ce genre bactérien
est a l'origine d’une gastroentérite qui touche 'Homme mondialement. Il s’agit d’ une
bactérie Gram -, de forme spiralée ou incurvée. Il comporte une vingtaine d’espéces (ANSES,

2011). L'espéce la plus répandue parmi les micro-organismes pathogenes est Campylobacter
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jejuni (Ozturkoglu-Budak et al., 2017). Cette derniére figure parmi une vingtaine du genre a
avoir la capacité d’étre thermotolérantes (T° optimale = 41,5 °C). La transmission a 'Homme
est indirecte, suite a une consommation d’aliments contaminés(lait cru et eau contaminée)

(ANSES, 2011; Santé Publique, 2018).

Cette bactérie est a I'origine de la campylobactériose, responsable de diarrhées, de douleurs

abdominales, de fievres, de céphalées, et de nausées et/ou vomissements (OMS, 2018b).

° Bactéries toxinogénes :

Qui produisent une toxine dans I'aliment qui est responsable de I'intoxication
du consommateur. Il n’est donc pas suffisant de détruire la bactérie pour éviter
I'incidence dela maladie. De plus, certaines toxines sont trés résistantes aux traitements
thermiques, telle que la pasteurisation et méme la stérilisation (Lamontagne et al.,

2002).
Les principaux micro-organismes toxinogenes :

v Staphylocoques :

Un autre micro-organisme pathogene rencontré dans le lait est Staphylococcus
aureus. Cette bactérie coagulase-positive produit des toxines responsables de I'intoxication
alimentaire staphylococcique (Sugrue et al., 2019). Par exemple, en ce qui concerne les
produits laitiers, la toxine produite est I'entérotoxine staphylococcique C (SEC) (FAO/OMS,
2005). Cette bactérie peut causer des mammites chez les animaux en lactation. Toutes les
souches de S. aureus n’ont pas la capacité de produire des toxines. Différents parametres
physico-chimiques peuvent influencer la production de toxine, tels que le pH, la température

et la concentration en sels (Panthi et al., 2017). La contamination par S. aureus provoque

chez ’lhomme des nausées, des vomissements incoercibles, des douleurs abdominales,
des diarrhées, des vertiges, des frissons, et une faiblesse généralement accompagnée

d’une fievre modérée (Santé Publique, 2018).
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v’ Escherichia coli

Une bactérie Gram-, anaérobie facultative et figurant dans la flore microbienne
humaine, E. coli, est un indicateur de contamination fécale et de conditions hygiéniques
pauvres (Sugrue et al., 2019). Tout comme pour S. aureus, toutes les souches d’E. coli ne
sont pas pathogénes. Certaines souches d’E. coli sont capables de produire des Shiga-toxines
(STEC), provoquant une grave maladie (OMS, 2019). Certaines souches peuvent résister a
des températures de réfrigération. Par exemple, E. coli 0157:H7 peut croitre a des
températures proches de 7 °C dans le lait et est le sérotype le plus important d’un point de

vue santé publique (OMS, 2018).

Les symptdmes dus a linfection par les STEC/VTEC sont des crampes abdominales,
des diarrhées (parfois sanglantes), de la fievre et des vomissements. E. coli 0157:H7 se
transmet a I'"homme par des aliments contaminés, tels que le lait cru (OMS, 2018; Santé

Publique, 2018).
v Clostridies sulfito-réducteurs :

Ce sont des batonnets sporulés, mobiles, Gram+anaérobies stricts, présentent
généralement dans le sol et I'’eau, mais aussi dans le tube digestif Humain et animal, le

pouvoir pathogene est di a la synthése des toxines.(Lamontagne et al., 2002).

1.6.Principales activités des micro-organismes dans le lait :

Les altérations du lait sont associées a la multiplication de levures, moisissures et
bactéries. Les contaminations bactériennes sont les plus fréquentes et les plus
importantes et leurs potentialités de développement les plus a craindre. Ces processus
de dégradation sont possibles, lorsque les conditions du milieu environnant sont
favorables a la prolifération microbienne et a I'activité enzymatique. De graves défauts
de golit et d’odeur peuvent apparaitre.(Kim et al., 1982).

Parmi ces activités :

> Acidification :

Un tel processus conduit a la coagulation de la caséine et a la prise en masse du

lait. Selon la température du lait et les bactéries impliquées, le phénoméne de
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coagulationsera plus ou moins rapide : de 10°C a 37°C, le germe le plus fréquemment
impliqué est Streptococcus lactis avec plus rarement association avec des coliformes,
entérocoques, microcoques et lactobacilles. Au-dessus de 37°C, les germes en cause
sont Streptococcus thermophilus, Entérocoques fécales et Lactobacillus bulgares.

A des températures inférieures a 10°C, le processus est plus lent, la prise en
masse nécessite un délai relativement important. Le caillot peut étre dégradé dans une
seconde étape par les especes psychrotrophes protéolytique : Pseudomonas,
Acinetobacter, microcoques (Leyral et Vierling, 2007).

> Protéolyse:

Au cours de leurs activités métaboliques, certains microorganismes, grace a
I'action de leurs protéases, dégradent des fractions protéiques du lait. Ce phénomeéne
produit la libération de sous-produits tres variés, dont des peptides a longue ou courte
chaine a l'origine des golts amers. Les germes incriminés sont Micrococcus, Bacillus,
Clostridium, Pseudomonas.(Vignola, (2002); Guiraud, (2003)).

» Lipolyse:

La lipolyse est une réaction enzymatique de dégradation de la matiére grasse qui
se traduit dans le lait par une augmentation de la teneur en acides gras libres. Au-dela
de certains seuils, cette augmentation peut provoquer I'apparition de défauts de goQts

(rance) dans les produits laitiers.(Heuchel et al,(2003)).

Dans un lait cru réfrigérer, la flore dominante est représentée par les psychrotrophes.
70% ou plus de cette population possedent une activité lipolytique. Cependant, elle
n’est perceptible au go(t qu’a partir des teneurs de 10 a 107 germes/ml, c'est-a-dire

pour des laits crus considérés comme tres pollués. (Chilliard et Lamberet, (1984)).

I.7.Evolution et altération du lait de vache:

Suivant le degré de dégradation des constituants du lait sous l'effet des
microorganismes, on distingue quatre états bactériologiques du lait (Medjoudj et Salhi,

2013).
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» Phase bactériologique ou de latence :

Du fait des substances antibactériennes du lait et des bactériocines produites par les
bactéries lactiques, les autres germes tendent a stagner ou a régresser. C'est une phase
d'adaptation. Le lait peut alors se conserver pendant longtemps sous réfrigération. Toutefois,
cette durée est réduite considérablement a une température élevée (Petransxiene et Lapied,

1981).
> Phase d'acidification :

Durant cette phase, l'acidité ionique diminue et le degré Dornic augmente. La
fermentation du lactose par les espéces du groupe lactique principalement, aboutit a la
production d'acide lactique. Les streptocoques sont les premiers germes acidifiants
intervenant par abaissement du pH et par augmentation de |'acidité, puis viennent les
lactobacilles acidophiles qui, en se proliférant, abaissent d’avantage le pH et entravent la

croissance d'autres germes (Medjoudj et Salhi, 2013).
» Phase de neutralisation :

Durant cette phase, l'acide produit est utilisé par les levures acidophiles, ce qui
entraine une désacidification. Ainsi, le pH augmente et tend a s'équilibrer vers la neutralité
(pH= 7). Cette phase dite de neutralisation correspond a la reprise d'activité des germes
putréfiantes, d'ou la nécessité d'un controle des germes acidogénes (Medjoudj et Salhi,

2013).
> Phase d'alcalinisation :

Elle est également dite de putréfaction et se traduit par une production d'hydrogéne
sulfuré, indice de dégradation systématique du lait, car il affecte aussi bien les caracteres

hygiéniques qu’organoleptiques (Petransxiene et Lapied, 1981).
1.8.Conservation du lait a la ferme

La réfrigération du lait a la ferme constitue un grand progrés d’'un point de vue
hygiénique (le taux de contamination des laits collectés en bidons non réfrigérés dépassait

souvent 106 germes/ml alors gu’il est, maintenant, inférieur a 50 000 germes/ml). Mais, la
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flore dominante n’est pas la méme car le froid favorise le développement d’espéces
psychotropes qui peuvent générer des enzymes protéolytiques et lipolytiques susceptibles

d’altérer la qualité et la stabilité des laits (Veisseyre, 1979).

Le froid peut également entrainer des perturbations de nature physico-chimiques ou
biochimiques avec des conséquences sur la qualité technologique des laits (stabilité
thermique, aptitude a la transformation en fromage).Les plus importants de ces
perturbations sont la solubilisation de la B-caséine, la solubilisation des sels minéraux, la
tendance a la cristallisation de la matiére grasse et I'altération de I’'équilibre des bactéries
dans le lait (Bennett et al.,, 2005). C’'est pourquoi il est recommandé, pour certaines

fabrications, de ne pas prolonger la réfrigération au-dela de 48 heures.

En outre, cette évolution conduit a un mélange de laits issus de plusieurs traites et
provenant de plusieurs troupeaux, ce qui peut avoir un impact négatif sur les producteurs qui
font des efforts de qualité (Académie des Technologies, Académie d’Agriculture de France,

2004).

Ainsi et afin d’obtenir un lait cru de bonne qualité microbiologique, deux paramétres
sont a prendre en considération: le premier étant la réduction au minimum de la
contamination initiale; le second étant le refroidissement rapide du lait a basse température
(< 4°C) pour ralentir le développement des microorganismes ce qui nous conduit souvent a
surestimer les avantages que présente |'utilisation du froid artificiel omettant les faits que la
gualité microbiologique du lait dépend avant tout des soins qui sont apportés au moment de
sa récolte et que le froid n'améliore pas la qualité microbiologique du lait, il ne fait que la

conserver (Dieng, 2001).
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Chapitre 02: Les huiles essentielles et des généralités sur le romarin

11.1.Définition de I'huile essentiel:

Selon la Pharmacopée Européenne 7eéme édition, une huile essentielle est un «
produit odorant, généralement de composition complexe, obtenu a partir d’'une matiere

premiere végétale botaniquement définie (EDQM, 2011).

Selon la 8&me édition de la Pharmacopée francgaise de 1965, les huiles essentielles,
nommées également « essences » ou « huiles volatiles », étaient « des produits de
composition généralement assez complexe renfermant les principes volatils contenus

dans les végétaux et plus ou moins modifiés au cours de la préparation (ANSM, 1965).

Selon la norme ISO 9235 :2014, une huile essentielle est définie comme « le
produit obtenu a partir d’'une matiére premiere d’origine végétale, soit par entrainement
a la vapeur, soit par des procédés mécaniques a partir de I"épicarpe des Citrus, soit par
distillation seche. L'huile essentielle est ensuite séparée de la phase aqueuse par des

procédés physiques » (1SO, 2014).

11.2.La composition des huiles essentielles
Une huile essentielle renferme majoritairement des terpenes , issus de la
condensation d’unités isopréniques, et des dérivés aromatiques, aliphatiques, dérivés du

phénylpropane (Couic-Marinier et Lobstein A, 2013).

> Composés terpéniques
Seuls les monoterpénes en Cyq et les sesquiterpénes en Cy5 peuvent étre extraits
par distillation, les autres terpénes (diterpenes en Cyg et triterpenes en Czg) n’étant pas

entrainés par la vapeur d’eau (Couic-Marinier F. et Lobstein A.,2013).

e Les monoterpénes
Les monoterpénes (figure 1) sont surtout présents chez les coniféeres. Composés
anti-infectieux (bactéricides virucides et fongicides), qui doivent étre utilisés parallelement

aux phénols, selon les cas, lors d’infections, ce sont également d’excellents
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immunostimulants. lls ont une action révulsive sur la peau et sont utiles en cas de
douleurs localisées : ce sont de bons antalgiques a action percutanée (Couic-Marinier F. et

Lobstein A.,2013).

® Les sesquiterpénes
Les sesquiterpenes (figure 2), sont légérement hypotenseurs, calmants et anti-
inflammatoires. Les azulenes conférent aux HE qui les renferment une couleur bleu
sombre (HE de matricaire). lls peuvent étre dermocaustiques et néphrotoxiques (Couic-

Marinier F. et Lobstein A.,2013).

Figure 01: Monoterpéne Figure 02 : Sesquiterpéne

» Les composés aromatiques
Dérivés du phénylpropane sont beaucoup moins fréquents dans les huiles
essentielles que les monoterpénes et sesquiterpénes. Citons l'acide cinnamique et
I'aldéhyde cinnamique (HE de cannelle), I'’eugénol (HE de girofle), I'anéthol et I'aldéhyde

(HE de badiane, d’anis, de fenouil).
Les lactones dérivées des acides cinnamiques, comme les coumarines, sont, pour la
plupart, entrainables par la vapeur d’eau et ainsi présentes dans certaines huiles

essentielles (ex. HE de céleri) (Couic-Marinier F. et Lobstein A.,2013).

11.3.Méthodes d’extraction des huiles essentielles :

Il existe plusieurs techniques d’extraction des Huiles essentielles dont le choix de la
technique dépend de teneur en huile et sa nature physicochimique et en fonction de

matériel disponible.
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L'extraction des huiles essentielles se fait par des procédés divers.

» Hydrodistillation
Deux méthodes sont décrites ci-dessous :

e Méthode de Moritz

il s’agit d’une hydrodistillation simple qui consiste a immerger
directement le matériel végétal a traiter dans un alambic rempli d’eau.
L'ensemble est, ensuite, porté a |'ébullition. Les vapeurs hétérogenes sont
condensées sur une surface froide etl’huile se sépare par différence de densité

(BRUNETON )., 1987).

L’hydrodistillation peut s’effectuer sans ou avec retour d’eau dans le
ballon. Le systeme concu pour I'opération est appelé Clevenger (figure 3). Son
intérét majeur réside dans I'utilisation du systeme de cohobation permettant une
distillation en continu sans modifier la quantité en eau du ballon (BRUNETON J.,

1987).

<
Befrigérant

F

=]

Systéeme de cohobage
|

- Récepteur gradué
Efg\
é a— Ballon

Figure 03 : Dispositif d’hydrodistillation en montage Clevenger (BRUNETON J., 1987).
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e Méthode de Parnas-Wagner

Dans la distillation a vapeur saturée, la matiére végétale est placée sur une grille
perforée au-dessus de la base de I'alambic et n’est pas en contact avec I'eau (figure 4).
Les principes volatils sont entrainés par les vapeurs d’eau puis refroidis et enfin séparés

de la phase par décantation (KESBI A., 2011).

Vapeur d'eau chargée Eau chaude
d’huile essentielle

Huile essentielle
Plantes aromatiques

Vapeur d'eau

Eau froide

Eau

Eau florale
Eau florale +

huile essentielle

Chaleur ——— / / /J J J

€ Essencier
AVAVAVAVAVAS

Figure 04 :Montage d’extraction par distillation a vapeur saturée (KESBI A., 2011).
» Hydro-diffusion

Le terme hydrodiffusion est attribué au type de transport contrélé par la

polarité des constituants. Elle serait responsable de la vitesse relative de la

distillation des différents composants aromatique dépendants d’avantage de leurs

solubilités dans I'’eau que de leur point d’ébullition. Si I’hydrodiffusion constituait

I’étape limitant de I’hydrodistillation, alors I'ordre de sortie des composés serait

dicté par leurs polarités et non par volatilités (CHACOU M. et BASSOU k,.2007).

— -
arriveée de 1
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vapeur d'eau [
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matériel
wvégetal -

- = w \

le & o« o o ||

’ -
FoeTrs o~ e e "0
b« condepsewr™ ..
[Pera® o co®a®

l- {. = huile essentielle

Figure 05 : Procédé d’hydrodiffusion (BRUNETON J., 1987) .
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» Extraction au CO? supercritique

La technique est fondée sur la solubilité des constituants dans le dioxyde
de carbone a I’état supercritique. Grace a cette propriété, le dioxyde de carbone
permet I'extraction dans le domaine liquide (supercritique) et la séparation dans
le domaine gazeux. Dans cette technique, un courant de CO2 a forte pression fait
éclater les poches a essence, et entraine les H.E qui seront, ensuite, récupérées

(BRUNETON J., 1987) .

Extraction par CO, supercritique

Compresseur

Chauffage
du CO,

Extracteur -'

Stockage CO, liquide

Condensateur Séparateur

@ CO, a l'élat supercritique
O CO, a lélat supercritique + extrait S
B CO, 3 l'élat gazeux s ®
@ COo, 3 lélat liguide

Extrait

Figure 06 :Procédé d’extraction par CO2 supercritique (BRUNETON J., 1987) .
» Extraction sans solvant assistée par micro-ondes :

Cette technique d’extraction a été développée au cours des derniéres
décennies a des fins analytiques. Le procédé consiste a irradier par micro-ondes
de la matiere végétale. Le montage obtenu se rapproche sensiblement d’un
montage d’hydrodistillation classique (figure 7). Le réacteur contenant seulement
le matériel végétal est chauffé par les micro-ondes a lintérieur du four, les
vapeurs sont ensuite entrainées dans le col de cygne avant d’étre condensées
dans le réfrigérant puis recueillies dans un essencier. Les graines sont en
permanence humides, ce qui ne laisse aucune chance a la réalisation d’éventuelles
réactions secondaires, néfastes a la qualité du produit obtenu (BRUNETON J.,

1987).
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Deécoction

Micro-ondes — Sy

Figure 07 : Procédé d’extraction sans solvant assistée par micro-onde (BRUNETON J., 1987)
» Extraction par solvants volatils

La technique d’extraction « classique » par solvant, consiste a placer dans un
extracteur un solvant volatil et la matiére végétale a traiter. Grace a des lavages successifs, le
solvant va se charger en molécules aromatiques, avant d’étre envoyé au concentrateur pour

y étre distillé a pression atmosphérique.

L’extraction par solvant organique volatil reste la méthode la plus pratiquée. Les
solvants les plus utilisés a I'heure actuelle sont : I’'hexane, le cyclohexane, I'éthanol, le
méthanol, le dichlorométhane et 'acétone. Le solvant choisi, en plus d’étre autorisé devra
posséder une certaine stabilité face a la chaleur, la lumiéere ou I'oxygene, sa température
d’ébullition sera de préférence basse afin de faciliter son élimination, et il ne devra pas réagir
chimiguement avec l'extrait. L'extraction est réalisée avec un appareil de Soxhlet ou un

appareil de Lickens-Nickerson (figure 8) (BOUAINE A., 2017).

Ces solvants ont un pouvoir d'extraction plus élevé que I'eau si bien que les extraits ne
contiennent pas uniquement des composés volatils mais également bon nombre de
composés non volatils tels que des cires, des pigments, des acides gras et bien d'autres

substances (BRUNETON J., 1987) .

28



Partie bibliographique

|

g 2.

2 =

= =
g =

] u

L~

l (C E

; T~

.

Appareil de Appareil
Soxhler Lickens-Nickerson

Figure 08 : Procédé d’extraction par solvant (BRUNETON J., 1987).

I1.4.L'huile essentiel dans I'industrie agro-alimentaire :

L'activité antimicrobienne des extrais des plantes utilisées dans
I’assaisonnement des aliments a été reconnue depuis longtemps c’est pour cela, que I'on
pense de plus a les utiliser dans la conservation des denrées alimentaires, sans pour autant
en dénature le golt puisque ces aromates entrent dans la composition des préparations
alimentaires. C’est ainsi que Bekhechi et Abdelouahid (2010) ont eux aussi étudié la
conservation alimentaire par les épices, les aromates et les huiles essentielles qui sont
rajoutés aux aliments pour rehausser le goQt ainsi qu’un effet antimicrobien empéchant les
contaminants alimentaires de se développer.

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

aliments.
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11.5.Activité antimicrobienne des huiles essentielles

Les effets antimicrobiens de différentes especes d’herbes et d’épices sont
connus depuis longtemps et mis a profit pour augmenter la durée de vie des aliments. Ainsi,
les huiles essentielles et leurs composants, actuellement employés comme arémes
alimentaires sont également connus pour posséder des activités antimicrobiennes et
pourraient donc servir d’agents de conservation alimentaires, et ce d’autant plus qu’ils sont
pour la plupart classés “généralement reconnus comme sains” ou approuvés comme additifs
alimentaires. lls n’ont, par conséquent, pas besoin d’autorisation d’emploi dans les aliments,
mais cependant des études préalables sont nécessaires afin de mieux cerner leur activité
antimicrobienne.(Cosentino ., Tuberoso et al., 1999).

Les huiles essentielles ont un spectre d’action tres large puisqu’elles inhibent
aussi bien la croissance des bactéries que celles des moisissures et des levures. Leur activité
antimicrobienne est principalement fonction de leur composition chimique, et en particulier
de la nature de leurs composés volatils majeurs. Elles agissent en empéchant la multiplication
des bactéries, leur sporulation et la synthése de leurs toxines. Pour les levures, elles agissent
sur la biomasse et la production des pseudo mycélium alors qu’elles inhibent la germination
des spores, I'élongation du mycélium, la sporulation et la production de toxines chez les

moisissures (Billerbeck G.,2000).

11.6.Mode d’action des huiles essentielles sur les bactéries

Les huiles essentielles possédent plusieurs modes d’action sur les différentes
souches de bactéries, mais d’'une maniéere générale leur action se déroule en trois phases
(Zaika , 1998:.
> Attaque de la paroi bactérienne par [I'huile essentielle, provoquant une

augmentation de la perméabilité puis la perte des constituants cellulaires.

> Acidification de l'intérieur de la cellule, bloquant la production de I'énergie cellulaire

et la synthése des composants de structure.

> Destruction du matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie.
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Il.7.Effet de la composition chimique des huiles essentielles sur [I'activité

antimicrobienne:

Les huile essentielles sont extraites soit des feuilles, des graines, des écorces,
des racines ou d’autres structures spécialisées. Une huile essentielle est un mélange
complexe de plusieurs composés d’ardomes volatils qui appartiennent aux différentes classes
de la chimie organique : phénols (ex : carvacrol), hydrocarbures (composés terpéniques
comme le limonene), alcools (ex : linalool), aldéhydes (ex : cinnamaldéhyde), cétone (ex :
menthone), esters (ex : acétate de linalyle) et éthers. La plupart de ces composés est dotée
de propriétés antimicrobiennes, mais ce sont les composés volatils majeurs qui présentent
les propriétés antimicrobiennes les plusimportantes, et en particulier les phénols, les alcools
et les aldéhydes: carvacrol (origan, sarriette), eugénol (feuille de cannelle de Ceylan, clou de
girofle), linalool (coriandre), cynnamaldéhyde (cannelle de Chine), thymol (thym).

La composition des huiles essentielles d’'une méme espéce varie selon la localisation
géographique, les conditions climatiques, la période de récolte, la partie de la plante
utilisée... Par conséquent, leurs propriétés antimicrobiennes varient également. Il est donc
important de sélectionner une huile essentielle standardisée dont les composants actifs sont

clairement identifiés et quantifiés. (Oussalah et al, 2007).

11.8.Historique du Rosmarinus officinalis

Selon une légende, le Romarin était a I'origine une plante a fleurs blanches.
Avant de donner naissance a I'enfant Jésus, Marie aurait déposé sa cape de couleur bleue
sur un Romarin planté devant I'étable. La cape aurait déteint sur I'arbrisseau et c’est ainsi
qgue, depuis, le romarin fleurit bleu. Certains voient dans cette légende une autre origine

possible au nom Romarin a savoir « Rose de Marie ».

L'eau de Hongrie, alcoolat a base de Romarin pour se parfumer ou a boire, viendrait
d’Elisabeth de Pologne, reine de Hongrie. Elle I'aurait utilisée en 1378 a I'age de 72 ans

(ZAOUI A.,2012).
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Nommé rose marine (Romarin vient du latin ros = rosée et marinus = marin), herbes
aux couronnes, encensier, plante méditerranéenne sauvage ou cultivée (TERZO M et

RASMONT P.,2007).
11.9.0rigine et aire géographique

Le Romarin spontané qui pousse sur les cotes méditerranéens, et le sud-ouest
de I'Asie, et souvent cultivé dans les jardins comme cl6ture..ll pousse aussi spontanément
dans le sud de I'Europe, elle est assez répandue dans les montagnes. Sur les pentes
montagneuses aride set ensoleillées, notamment en Espagne, en Dalmatie, en Tunisie, au

Maroc et dans le sud de la France [FRELY R.,2006, BURG N.,2014, BRUN CH.,2012) .

Le Romarin affectionne particulierement les terrains calcaires .c’est pourquoi on les
trouve essentiellement dans les garrigues maquis non-loin de mer. Il est bien caractérisé des
collines seches .maquis, sur sol argileux, c’est une cicum-méditerranéenne, buisson

aromatique haut (ZOUBEIDI CH.,2004).

En Algérie, Le Romarin est I'une des sept especes végétales excédants 50.000 hectares sur le

territoire national (FRELY R.,2006).

11.10.Etymologie du Romarin

Le nom « romarin » vient du latin « ros marinus » (rosée de mer) (Auguste
S.,1862), ou bien du grec « rhops myrinos » (buisson aromatique)(Helmut G.,1996), ou
encore du latin « rhus marinus » (Sumac de mer) (Rameau J., et al.,2008):. On |'appelle
également « herbe-aux-couronnes », et en provencal, «encensier»(Huguette M.,2008).
Noms vernaculaire
Iklil al jabal, Klil, Hatssa louban, Hassalban, Lazir, Aziir, Ouzbir, Aklel, Touzala (O.P.U.NT).
Appellations régionales en Algérie : En plus souvent
Région de I'Est : EKIil
Région de I'Ouest : Helhal

Région du Centre : Yazir
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II.11.Classification botanique

Tableau 10: Position systématique du romarin

Régne Plantae

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Rosmarinus

Espéce Rosmarinus officinalis L. 1753
Période de floraison Février a Avril

Couleur des fleurs Bleu / Mauve

Variété:

On dénombre plus de 150 variétés de Romarin. Elles se différencient par leur taille
maximale (d'une dizaine de centimétres a 2 meétres), leur tenue (vertical ou rampant), la 17
couleur de leurs fleurs (violettes, bleues, blanches, roses) et de leurs feuilles, leur

rusticité...etc. (DELAVEAU P. et al. ,1985)
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11.12.Description botanique :

Le Romarin, plante commune a I'état sauvage, est I'une des plantes les plus
populaires en Algérie, trouvée dans tous les jardins et les parcs en bordure
odorante (Zermane A.,2010). Le romarin est un arbrisseau de la famille des labiées (Zeghad
N.,2009), de 50 cm a 1 métre et plus, toujours vert, trés aromatique, trés rameux, tres
feuillé.

Les feuilles sont coriaces, persistantes, sessiles, linéaires, entiéres, enroulées sur les bords,
vertes et ponctuées dessus, blanches tomenteuses a la face inferieure(Rameau J-C. et Dumé

G.,2008).

Figure 09: Descriptif de la fleur de Rosmarinus officinalis L (ONESCO.,1960).

34



Partie bibliographique

Son écorce s’écaille sur les branches les plus agées, et son odeur est extrémement
odorante et tenace.
La floraison commence dés les mois de Janvier / Février et se poursuit jusqu’en Avril /
Mai (Zeghad N.,2009).
Les fleurs sont réunies au sommet des rameaux, bleues pales a blanchatre, pratiquement
sessiles, disposées en petites grappes axillaires et terminales, bractées tomenteuses
lancéolées (Rameau J-C. et Dumé G.,2008).
Le calice velu a dents bordées de blanc, elles portent deux étamines ayant un petite dent
vers leur base comme pour la plupart des Lamiacées (Zeghad N.,2009).
Le fruit, ovoide, est entouré par un calice persistant, sec est constitué de quatre akénes
(Tétrakene). 1l attire les insectes (Entomophiles) pour assurer la pollinisation

(Entomogame) (Eloutassi N.,2004).

11.13.Composition chimique de la plante:
La constitution de I'huile essentielle varie selon la phase de développement et
I’origine des feuilles utilisées pour I'extraction (BHAR H. et BALOUK A.,2011):
- Huile essentielle : 1,8 cinéole, alpha-pinéne, camphre de romarin.
- Diterpénes : acide carnosolique, rosmadial.
- Triterpénes et stéroides : acide aléanolique, acide ursotique.
- Lipides : n-alkanes, isolalkanes, alkanes.
- Rosmaricine.
- Acide rosmarinique

- Tanin.
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11.14.Composition chimique de I'huile essentielle

Tableau 11: Variation de la composition chimique (%) de I'huile essentielle de romarin en

fonction de I'origine géographique de la plante (BOELENS,1985).

Les valeurs sont exprimées en % par rapport a I'huile essentielle.

Origine (nb |Alpha- Verbénone | Camphre Bornéol Eucalyptol
analyse) Pinéne (ou Cinéol)
Algérie (1) 26 26 8 4 Trace
France (17) 12.5 5.5 25 6.3 18.5
Italie (3) 10 Trace 11 6.3 44
Maroc (1) 12 Trace 15 5 40
Tunisie (3) | 11 2 10 7.3 48
Espagne (6) | 21 3 17.5 3 23
Portugal (1) | 12 Trace 9 Trace 14

De ce fait, la grande variabilité de la composition chimique de I'huile essentielle a permis
d'établir 03 chémotypes en regroupant les composés dominants et la localisation

géographique (GRANGER et coll., 1973).

- Type alpha-pinéne/verbénone localisé en Algérie.
- Type camphre/bornéol localisé en Espagne et en France.

- Type eucalyptol localisé en Italie, Maroc et Tunisie.
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La partie expérimentale

l. Lieu et période de travail:

Les différentes expérimentations ont été effectuées en juin dans les structures
suivantes:

-Extraction de I'huile essentielle a été faite dans le laboratoire de la faculté de
biologie.

-Le reste de la partie expérimentale a été effectuée dans le laboratoire du GIPLAIT

(Groupement Industriel de Production Laitiére) qui se trouve dans la zone de Saida.

Objectif:
L'objectif de cet travail est résumé comme suit:

-L'extraction de I'huile essentielle de Rosmarinus officinalis collectée dans la région
de Saida et I'évaluation du rendement.

-L'étude de I'activité antimicrobienne de cette huile essentielle vis-a-vis des souches
bactériennes.

-La conservation du lait contenant I'huile essentielle tout en comparant avec d'autre

sans huile essentielle.

Il. Matériel et méthode :
[l.1 Matériel végétale:

Les parties aériennes de Rosmarinus officinalis ont été collectées dans la région de
SAIDA plus précisément pépiniere Vieux-Saida en Avril. Le matériel végétal cueilli est séché
pendant 8 jours a l'air libre et a I'abri de la lumiere puis une dessiccation a été effectuée

dans I'étuve a 40° C jusqu'a ce que son poids soit stable(photo 01).

[I. 2 Matériel au laboratoire:
Bec bunsen.

Les tubes a essai et les boites de Pétri.
3/



Les flacons.
Pipette pasteur.

Micro filtre de 0.2um.

Appareil d'hydrodistillation de type Clevenger.

Plaque chauffante
Réfrigérateur
Autoclave

Etuve

PH-metre

Balance électrique.

Bain-marie.

[1.3 Méthode d'extraction d'huile essentielle:

L'extraction d'huile essentielle est réalisée

Cette opération est suivie par le calcul des rendements.

» Le protocole d'extraction de I'huile essentielle :

Partie expérimentale

par hydro-distillation des
parties ariennes de la plante durant 2h 30min, a la température de 100°C dans un appareil
de type Clevenger (photo 02). La vapeur d'eau enrichie de constituants volatils est
condensée puis décantée a 20°C. L'eau et I'huile se séparent par différence de densité.

L’huile est récupérée , déshydratée par le sulfate de sodium (Na2So4) et conservée a 4°C.

Dans un ballon d’une capacité de 1 litre, on immerge 60 grammes de matiere

protéger de la lumiére et stockée a 4°C (photo 04).
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végétale. Puis, on ajoute un volume d’eau qui correspond a 450 ml de la capacité du ballon.
Ensuite, on adapte le ballon a I'appareil de condensation et on alimente le réfrigérant en
eau. Par conséquent, le ballon et son contenu sont placés sur la plaque chauffante. Les
huiles essentielles entrainées par les vapeurs d’eau générées dans le ballon sont dirigées
vers le col de cygne (le coude) qui relie le ballon au réfrigérant. Enfin I’huile essentielle
obtenue, moins dense que I'eau, est récupérée a l'aide d'une micropipette (pour éviter que

I'HE se coince entre les joints) dans un tube recouvert d’un papier d’aluminium pour



Partie expérimentale

Photo 01:Dessiccation des parties aériennesa  Photo 02:Montage d'hydro distillation de type
40°C. Clevenger.

Photo 03:L'huile essentielle de Rosmarinus Photo 04: Conservation de I'huile essentielle
officinalis. au réfrigérateur a 4°C.
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> Le rendement de I'huile essentielle:

Selon la norme Afnor (1986), le rendement en huile essentielle (Rd), est :

4

Rd—M><100
M

- Rd : Rendement en huile essentielle exprimée en pourcentage (%).
- M': Masse de I'huile essentielle obtenue en gramme (g).

- M : Masse de la matiere végétale séche utilisée en gramme (g).

» Suivi de la cinétique d’extraction
La cinétique d’extraction a pour objectif de déterminer le temps nécessaire pour
extraire la quantité maximale d’huile et pour éviter les pertes du temps et d’énergie. Cette
cinétique consiste a déterminer la quantité extraite en fonction du temps d’extraction. Dans
notre étude, la quantité extraite est déterminée toutes les cinq minutes en tenant compte
du temps d’extraction dés la formation de la premiere goutte du distillat, cette étape

correspond a la montée de la température d’ébullition d’eau (Bachelot et al., 2006).

[l.4 Méthode d'évaluation de I'activité antibactérienne de I'huile essentielle du Rosmarinus
officinalis :

La méthode de puits est utilisée pour mettre en évidence l'activité antibactérienne
des huiles essentielles. Pour cela on prépare une suspension bactérienne de 18 a 24 heures
de chaque souche dans de I'eau physiologique (Na Cl) et on ensemence la souche dans une
boite de Pétri contenant de la gélose Mueller Hinton. Puis on creuse des puits d'un diamétre
de 6 mm sur le centre de chaque boite et on injecte 25 pl d'huile essentielle dans le puits.
L'ensemble est incubé a 37°C pendant 24 heures.

Apres 24 heurs d’incubation, une zone clair apparaitra autour des puits si I'huile essentielle

inhibe le développement microbien.
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Le Repiquage des souches bactériennes est réalisé par la méthode des stries sur
gélose nutritive, puis incubées a 37°C pendant 24 heures afin d'obtenir des colonies

bactériennes pures et jeunes servant a préparer l'inoculum.

Confirmation de l'identité par I'examen macroscopique:
02 Bactéries a Gram négatif :
Escherichia coli: Colonies rondes, lisses, abordes réguliers, aplatée (sur gélose nutritive).

Pseudomonas aeroginosa: Colonies verdatres a contour irrégulier avec un odeur

aromatique (sur gélose nutritive).
02 Bactéries a Gram positif :

Staphylococcus aureus: Colonie fine de couleur jaune-orange (sur milieux Chapman).

Bacillus subtilis: Colonies a forme irréguliére translucide de couleur blanc creme, les

marges dentelées(sur gélose nutritive).

> Le protocole :
Couler la gélose de Mueller-Hinton dans les boites de pétrie jusqu’a 4mm d’épaisseur (photo
05).
Préparation de I'inoculum : A partir des boites contenant les souches bactériennes
(Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis , Pseudomonas aeruginosa).
On racle 4 colonies a l'aide d'une pipette pasteur, puis on la décharge dans un tube qui
contient I'eau physiologique stérile. On utilise les écouvillons pour obtenir un étalement
uniforme en nappe (photo 06).
Aprés 15 mn, des puits ont été creusés a l'aide d'embouts de micropipette (l'extrémité
épaisse de 6 mm). Une goutte de gélose MH est déposé dans le fond des puits pour limiter

sa diffusion sous la gélose. Ensuite dans chaque puits on distribue 25 pul de I'huile (photo 07).

Enfin les boites de pétri sont maintenues a 42C pendant une heure pour que |'huile
essentielle puisse diffuser. L'incubation des boites s’effectue a 37 °C pendant 24 heures pour

les bactéries.
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» Lecteur des résultats :
La lecture se fait par la mesure du diametre de la zone d’inhibition autour de chaque
puits a I'aide d’un pied de coulisse(Ponce et al., 2003)
Résistante ou Non sensible (-) : diamétre < 8 mm.
Sensible (+) : diametre compris entre 9 a 14 mm.
Trés sensible (++) : diametre compris entre 15 a 19mm.

Extrémement sensible (+++) : diamétre > 20 mm.

II.5 Les huiles dans le processus de la bio-conservation:
> Echantillonnage du lait:
Le lait cru utilisé pour la conservation a été menée directement par les collecteurs au

niveau de laboratoire de GIPLAIT.

Les prélevements ont été collectés directement du citerne des collecteurs dans un flacon
stérile(photo 08). Ces échantillons ont fait I'objet d’une série d’analyses physiques et

chimiques.

Enfin le lait cru est distribué dans des flacons stériles a raison de 100 ml de lait cru pour

chaque flacon (photo 09).
» Préparation de I'huile essentielle :

A partir d’une solution meére de 'huile essentielle de Rosmarinus officinalis, quatre

concentrations : 50mg /ml, 25 mg/ml, 12.5 mg/ml, et 6,25 mg/ml ont été préparé.

Les différentes concentrations de I'huile ont été ajoutées au lait puis homogénéisées. Un

témoin négatif a été préparé sans addition de I’huile essentielle (photo 10).
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Photo 05: Gélose Muller Hinton dans les Photo 06: Ensemencement a partir de
boites de Pétri a 4mm. I'inoculum bactérien en nappe

Photo 07: Technique de puits dans I'évaluation Photo 08: Prélevement du lait.
de I'activité antimicrobienne.
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Photo 09: Préparation des flacons du lait pour  Photo 10: Dépot de I'huile essentielle dans le les

la bio conservation. flacons du lait.

Analyses du lait cru pendant la conservation

» Analyses physico-chimiques:

> pH:

Le pH est obtenu a l'aide d’'un pH-metre. La valeur est lue directement sur le pH

meétre apres immersion de son électrode dans le lait (photo 11).
» Acidité de Dornic:

A 10 ml de lait, on ajoute deux gouttes de phénol phtaléine & 1 % puis on suivi
I'acidité en ajoutant la solution de la soude a 0.1 N goutte a goutte a 'aide d’une burette a
robinet jusqu'a I'obtention d’une coloration rose persistante (photo 12). Le résultat est lu

directement depuis le tube.
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Photo 11: PH-meétre. Photo 12: Mesure de I'acidité de Dornic.
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[ll. Résultats et discussion :

> Rendement:

Le rendement en huile essentielle de Rosmarinus officinalis est représenté dans le

tableau suivant :

Tableau 01: le rendement en huile essentielle de Rosmarinus officinalis

La méthode

Hydrodistillation de type Clevenger

La durée

2h 30min

Le rendement (%)

1.25 %

Photo 13: La quantité en huile essentielle extraite par rapport a la quantité de la plante

initiale.

D'apreés le tableau on constate qu'apreés I'extraction des parties aériennes de Rosmarinus

officinalis par I'hdrodistilaton notre espéce a donné un rendement de 1.25 % qui est

conforme aux normes d'AFNOR (0.5 a 2 %).

En comparaison avec d’autres travaux de recherche ce taux est équivalent a celui de I'huile

essentielle extraite de la méme espéce, récoltée dans la région de Mascara (1.29 %)

(Belkhodja H.,2016).

Les travaux de Mouas , (2018) , effectués sur le romarin d’Ain Ouassara (Djelfa) et

de Sidi Kebir (Blida), montrent des résultats inferieurs a ceux qu’on a obtenu , avec un
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rendement en huile essentielles plus élevé enregistré au niveau de I’écotype Blida (0.76%)

suivi par celui de Djelfa (0.58%) .

Ce rendement peut étre considéré comme important par rapport a certaines plantes qui
sont exploitées industriellement comme source d’huiles essentielles. Il est plus élevé que

celui de Menthe (0.72%) et de Thymus (0.65%) (Ismaili et al., 2016).

Les variations constatées dans le rendement peuvent étre attribuées non seulement a
I'origine de la plante mais également a la plante elle-méme (la période de la récolte et la

partie utilisée).

Selon Jordan et al ., le meilleur rendement en huiles essentielles de Rosmarinus officinalis
est trouvé en été, coincide avec la haute température et la plus photopériode. Ces mémes

auteurs révelent que |'été est le meilleur moment pour exploiter les huiles de romarin.

D'autres facteurs peuvent influencer le rendement d'extraction: les matériaux des appareils
utilisés, la méthode et la durée d'extraction , la régularité de la chauffe, le refroidissement

du distillat ...etc. (Bruneton, 1993 ; Bennadja et al., 2013).

» La cinétique d'extraction de I'huile essentielle :

T T T T T T T T T 1
0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150

Temps(min)

Figure 10: La cinétique d'extraction d'huile essentielle de Rosmarinus officinalis

Les résultats montrent que I'extraction en huile essentielle passe par deux phases. La
premiere phase se caractérise par l'augmentation du quantité d’extraction en huile
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essentielle, de 0,1 a 0,69 ml suite a I’éclatement intense des poches schizolysigénes. Cette
augmentation s’observe dans l'intervalle de temps de 5 a 90 minutes. La deuxieme phase
s’observe a partir de 90 minutes et se caractérise par un palier ou la quantité d’extraction a
atteint un taux constant de 0,7£0,05 ml. Cette stagnation est due a I'épuisement des cellules

de I’écorce en huile essentielle.

» L'activité antibactérienne de I’huile essentielle du Rosmarinus officinalis :
L'activité antibactérienne d'huile essentielle a été estimée en termes de diametre de
la zone d'inhibition autour des puits contenant I'huile essentielle a tester vis-a-vis des
bactéries suivantes : Escherichia coli , Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Pseudomonas

aeruginosa.

Les résultats obtenus pour déterminer le pouvoir antibactérien d'huile essentielle sont

présentés dans la figure suivante (les valeurs indiquées sont les moyennes de deux

mesures):
Diametre de la zone d'inhibition en mm
18
16
14
12
10
8 B Escherichia coli (G-)
6
m Staphylococcus aureus (G+)
4
M Bacillus subtilis (G+)
2
0 W Pseudomonas aeruginosa (G-)
Escherichia coli (G-)  Staphylococcus  Bacillus subtilis (G+) ~ Pseudomonas
aureus (G+) aeruginosa (G-)

Figure 11: Représentation graphique de sensibilité des souches.

48



Partie expérimentale

A l'issue des résultats obtenus a travers de la figure précédente, il ressort que I'huile
essentielle du Rosmarinus officinalis présente une activité antibactérienne contre trois

bactéries sur quatre bactéries examinées.

Selon la transcription des valeurs des diamétres d’inhibition présentées dans la figure, les
souches Escherichia coli et les Staphylococcus aureus sont classées sensibles a I'huile
essentielle de romarin avec une zone d'inhibition de 12 mm et 14 mm et la bactérie Bacillus
subtilis est classée trés sensible avec une zone d'inhibition de 17 mm. Par contre,
Pseudomonas aeruginosa a une résistance extréme (0 mm) vis-a-vis de cette huile

essentielle (photo 14,15, 16,17).

Dans notre étude, I'huile essentielle a été jugé plus efficace sur les bactéries a Gram positif
que les bactéries a Gram négatif ce qui est conforme avec des études antérieures ol les
huiles essentielles présente une activité antibactérienne considérable contre les bactéries a

gram positif que les bactéries a Gram négatif.

Le type des bactéries a une influence sur I'action des huiles essentielles ou il était observé
que les bactéries de gram positif sont plus sensibles a I'action des huiles essentielles que les
bactéries de gram négatif; Cette différence de sensibilité est due a la structure de leur
membrane cellulaire ou les bactéries de gram positif nont pas la membrane externe qui
peut étre la raison pour laguelle elles seraient plus sensibles a I'action des composés des
huiles essentielles et les bactérie gram négatives sont composées de deux couches qui
protegent la cellule et assurent une rigidité; En effet, la membrane des bactéries de gram
négatif rend leurs surface trés hydrophobe (barriére efficace de perméabilité) tandis que les
acides lipotéichoiques de la membrane cellulaire des bactéries de gram positif peuvent

faciliter la pénétration des composés hydrophobes (Mona et al., 2013).

Différents auteurs attribuent I'activité antimicrobienne des huiles essentielles a leurs degrés
d’hydrophobicités (caractéristique lipophile) (GUTIERREZ J. et al.2008, TAJKARIMI M., et al.,
2010).

Sikkema et al., (1994) ; Okoh et al., (2010), expliquent que la caractéristique hydrophobe des

huiles essentielles permet a ces derniéres de se dissoudre dans les lipides des membranes
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cellulaires et mitochondriales, ce qui provoqueraient des perturbations de la structure

cellulaire qui aboutiraient en définitif a la fuite du contenu intracellulaire du microorganisme

Les investigations de Hindou et al. (1989) ont prouvé que P. aeruginosa est révélée la plus

résistante a 32 huiles essentielles différentes.

Pseudomonas aeruginosa a la réputation d’étre trés résistante a toutes sortes d’agents
antimicrobiens et antibiotiques en général. La haute résistance constatée de P. aeruginosa
peut étre due a sa membrane externe particuliere et a sa capacité de métaboliser un

éventail composés organiques (Tasso et Nychas, 1995).
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Photo 14: Zone d'inhibition chez Escherichia  Photo 15: Zone d'inhibition chez
coli (technique de puits) Staphylococcus aureus(technique de
puits)

—
Photo 16: Zone d'inhibition chez Bacillus Photo 17: Zone d'inhibition chez
subtilis (technique de puits). Pseudomonas aeruginosa (technique de

puits).
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» Les analyses du lait cru pendant la conservation:

0%(Témoin)
0.5%
0.25%
0.125%
0.0625%

L
c
—
o
(@]

‘O
—
(@]
5]

(@]

Figure 12 : Variation de I'acidité de Dornic en fonction du temps de stockage a une
température de 4°C.

0%(Témoin)
0.5%

-4 0.25%
0.125%

0.0625%

Figure 13 : Variation du pH en fonction du temps de stockage a une température de 4°C.
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Selon la figure 12 le suivi de I'évolution de I'acidité de Doronic au cours du temps
montre que l'acidité de Dornic augmente rapidement dans le lait témoin négatif par rapport
aux laits traités par I'huile essentielle. L'acidité de lait témoin est révélée plus élevée que les

laits traités par I'huile essentielle.

Selon la figure 13 le suivi de I'évolution du pH au cours du temps montre que le pH du lait
témoin négatif diminue plus rapidement que les laits traités par I'huile essentielle. Le pH du

lait témoin est révélé plus acide que le pH des laits traité par I'huile essentielle.

Ces résultats montrent l'impact de I'huile essentielle de Rosmarinus officinalis dans le lait
cru. L'huile essentielle a une activité antibactérienne et a donc le potentiel d'inhiber le
développement de bactéries qui fermentent le lactose en acide lactique, ce qui ralentit

I'acidification du lait et ralentit ainsi sa dégradation.

Le pH du lait dépend de son état de fraicheur. il est d’environ 6,7 pour un lait frais puis il

diminue au cours du temps (CIPC Lait,2011).

La fermentation du lactose aboutit a la production d'acide lactique. Les streptocoques sont
les premiers germes acidifiants intervenant par abaissement du pH et par augmentation de
I'acidité, puis viennent les lactobacilles acidophiles qui, en se proliférant, abaissent

d’avantage le pH et entravent la croissance d'autres germes (Medjoudj et Salhi, 2013).
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Conclusion :

Le travail présenté dans cette thése a pour objectif : la valorisation des parties aériennes de
romarin (Rosmarinus officinalis) par I'utilisation de son huile essentielle comme agent

naturel conservateur du lait cru.

Au cours de cette étude, nous avons pu dégager les conclusions suivantes : Le rendement
moyen en huile essentielle de romarin obtenu par hydro distillation est de I'ordre de 1.25 %.
L’évaluation de l'activité antibactérienne de I'huile essentielle par la méthode de puits a
montré que cette huile essentielle posséde un pouvoir antibactérien vis-a-vis des bactéries

étudiées: B. subtilis , S. aureus, E. coli, tandis que P. aeruginosa s’est révélée résistante.

Les différents essais concernant l'incorporation de I'huile essentielle dans le lait ont montrés
que cette huile a menée une stabilité du lait. En effet les résultats des analyses physiques et
chimiques indiquent que les laits a I'huile essentielle de romarin sont plus stables que le lait

témoin et que le lait a 0,5% d’HE est plus stable que les laits a 0,125% et 0,25% et 0,0625%.

Au terme de ce travail, les résultats ont montrés que I'huile essentielle de romarin témoigne
une activité antibactérienne et un ralentissement de processus d'altération du lait, ces

études pourront étre approfondies par d'autres, donc il est souhaitable:

v De déterminer la CMI ( Concentration Minimale Inhibitrice ) d'huile essentielle vis-a-
vis des bactéries et une étude microbiologique du lait traité par I'huile essentielle au
cours de la bioconservation.

v’ De déterminer les composants de I'huile essentielle de R. officinalis par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG/SM) ;

v D’extraire les constituants actifs de I'huile essentielle de R. officinalis via des études

photochimiques spectrales et de les appliquer directement dans le lait.
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REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE.
MINISTERE DE L’'ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE
UNIVERSITE DE SAIDA Dr MOULAY TAHER

Fiche de renseignements 01

La Cinétique d'extraction de I'huile essentielle:

Le temps (min) La quantité d'huile essentielle (ml)
0 min

5 min
10 min
15 min
20 min
25 min
30 min
35 min
40 min
45 min
50 min
55 min
60 min
65 min
70 min
75 min
80 min
85 min
90 min
95 min
100 min
105 min
110 min
115 min
120 min
125 min
130 min
135 min
140 min
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Fiche de renseignements 02

I teeeiiiiieenns
Les analyses de bio conservation du lait:
PH Acidité de Dornic

HE | 0% |0.5% | 0.25% | 0.125% | 0.0625% | 0% | 0.5% | 0.25% | 0.125% | 0.0625%
JO
12
14
J6
8
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