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Introduction

Introduction :

La viande représente 1’un des aliments les plus importants de notre alimentation
équilibrée. En raison de nombreux atouts dont elle dispose notamment sa richesse en protéine
de haute valeur biologique. Cependant il est expos¢€ a la détérioration par les bactéries et les
moisissures qui peuvent diminuer ses caractéristiques sensorielles, nutritives et sanitaire
(SALIFOU et al., 2013).

Pour faire face aux problemes d’oxydation et de contamination des denrées alimentaires,
I’essor de la chimie a permis 1’apparition et I’application de nouvelles substances chimiques
en tant que conservateurs alimentaires synthétiques (Moll, 1998).

Toutefois, en raison de I’effet toxicologique indésirable a long terme, y compris la
cancérogénicité des conservateurs synthétiques, et de 1’augmentation de la demande du
consommateur pour des produits naturels a conduit a la limitation de ce type de conservateurs.

(Nakara et al., 2003; chahadehi et al., 2010)

Ainsi, de nombreux composés phytochimiques y compris les huiles essentielles
commencent a avoir beaucoup d’intérét comme source potentielle de molécules naturelles
bioactives. Elles font 1’objet d’étude pour leur éventuelle utilisation comme antioxydants,

antimicrobiens, anti-inflammatoire et anticancéreux.

C’est dans cette optique que se situe notre ¢tude dont I’objectif principal :

» FEtude de l’effet de I’huile essentielle de Pin sylvestre sur la conservation de la
saucisse. En évaluant I’activité antimicrobienne, et ’activité antioxydante de cette
huile.

Dans le cadre de cette ¢tude, ce mémoire est composé de deux parties. La premicre
partie propose une mise au point bibliographique. Elle est divisée en quatre chapitres. Le
premier chapitre est consacré a 1’étude des généralités sur les huiles essentielles, Le second
chapitre traite les différentes activités des HEs, le troisieme chapitre expose les différentes
méthodes de conservation des aliments, et le quatriéme chapitre sur la saucisse. Dans la
seconde partie (pratique), nous avons décrit en détail le matériel et méthode utilisée pour
déterminer I’activité antioxydante et antimicrobienne d’huile essentielle de pin sylvestre. Les
résultats obtenus sont ensuite amplement discutés. Le manuscrit est achevé par une conclusion

générale.
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Chapitre 1

Géneéralités sur les
huiles essentielles
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Chapitre I : Généralité sur les huiles essentielles
I-1) Historique :

L’histoire des huiles essentielles est largement liée a celle de 1’aromathérapie. En effet,
4000 ans av. J-C, les aborigenes australiens utilisaient déja les plantes aromatiques pour traiter
les infections par fumigations ou cataplasmes dans lesquels 1’eau, 1’argile et les plantes

montraient leur efficacité synergique (CONNER, 1993).

La Chine est aussi un autre berceau de I'utilisation des plantes et de leurs essences
pour guérir. Le Pen Tsao, premier ouvrage médicinal datant du 3e millénaire avant J.C., relate

I'emploi d'une centaine de plantes telles que I'anis, le curcuma, la cannelle, et le gingembre.

Mais, c’est autour du bassin méditerranéen que la science des plantes va vraiment
s’établir avec les grandes civilisations égyptienne, babylonienne, puis grecque et romaine. Les

plantes étaient utilisées dans tous les domaines de la vie (CONNER, 1993).

Les pays arabes et musulmans vont faire considérablement progresser 1’aromathérapie.
Grace a Avicenne, médecin et philosophe qui produit la premicre huile essentielle pure : c’est
une huile essentielle de rose. Pour cela il met au point un alambic. Il écrit de nombreux
ouvrages médicaux dans lesquelles il fait une large place aux huiles essentielles (FREEMAN

ET CAREL, 2006).

Durant le vingtiémesiecle, René-Maurice Gattefoss¢ en 1918, véritable pére de
l'aromathérapie moderne, chimiste et parfumeur, se briile la main lors d'une explosion dans
son laboratoire. Il a le réflexe de plonger sa main dans un récipient contenant de l'huile
essentielle de lavande vraie. Le soulagement est immédiat et la guérison de la plaie ainsi que
sa cicatrisation sont d'une rapidité déconcertante. Face a ce résultat surprenant, il se consacre

a 1'étude antibactérienne des huiles essentielles.

En 1964, le Dr JEAN VALNET, auteur d'une vulgarisation importante, relance 1'usage
médicinal des huiles essentielles. Paul Duraffourd invente l'aromatogramme, Christian
Duraffourd et Jean-Claude Lapraz prendront le relais. Ces spécialistes en phytothérapie et en
aromathérapie vont concevoir des préparations magistrales a base d'huiles essentielles, un

ensemble thérapeutique capable de soulager voire de guérir.
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I-2-Définition :

Les huiles essentielles sont des substances organiques aromatique, liquide, d’origine
végétale, elles sont trés concentrées, volatiles, sensibles a la décomposition sous 1’effet de la

chaleur (VIGNEAU, 1985, PADRINI et LUCHEROUNI, 1997).

Plus récemment, la norme AFNOR NF 75-006 5 Février 1998 a donné la définition
suivante d’une huiles essentielles « produit obtenu a partir d’une matieére premicre végétale
soit par entrainement a la vapeur, soit par procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe de citrus,
soit par distillation seche. L‘huile essentielle est ensuite séparée de la phase aqueuse par des
procédés physiques pour les deux premiers modes d’obtention. Elle peut subir des traitements
physiques n’entrainant pas de changement significatif de sa composition (BRUNETON,
2008).

Depuis sa 9™ édition, la pharmacopée n’utilise plus que le terme «huiles essentielles »
pour désigner ces substances appelées aussi dans le langage courant par «essences naturelles»
ou encore extraits aromatiques de plante. Le terme « huile » se rapportant au caractere
visqueux et hydrophobe de ces substances, et le terme « essentielle » se comprenant comme

étant la caractéristique principale de la plante.

I-3-Lieu de synthése et localisation

Selon TEUSCHER (2005) les huiles essentielles sont produites dans le cytoplasme des
cellules sécrétrices et s’accumulent en général dans des cellules glandulaires spécialisées
recouvertes d’une cuticule. Elles sont alors soit stockées dans une cellule transformée en
cellules a essence, dans des poils glandulaires, des poches sécrétrices, ou des canaux
sécréteurs. Elles peuvent étre transportées dans 1’espace intercellulaire lorsque les poches a

essence sont localisées dans les tissus internes.

Les familles les plus riches en I’huile essentielle sont : les lamiacées (lavande, thymus),
les apiacees (Anis, Fenouil), les Myrtacees (Eucalyptus), les lauracees (camomilles), les
Abiacees (Pins), etles Poacees (Citronnelles ....etc).

Toutefois, selon GHESTEM et a/ (2001) tous les organes végétaux peuvent renfermer

des huiles essentielles en particulier :
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Les sommités fleuries (Lavande, Menthe) ;
Les écorces (Cannelier) ;

Les racines (Vétiver) ;

Les rhizomes (Gingembre) ;

Les fruits (Anis, Fenouil, Badiane) ;

Les feuilles Eucalyptus) ;

Les graines (Muscade) et les boutons floraux (clou de Girofle) ;

YV V. V V V V V V

Le bois (Camphrier).
I-4) Les propriétés des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont volatiles, trés inflammables et trés odorantes, liquides a
température ambiante. Elles ne sont que trés rarement colorées, leursdensités sont en général
inferieurs a la densit¢ de 1’eau sauf les huiles essentielles de sassafras, de girofle et de
cannelle. Elles ont un indice de réfraction élevé, et sont trés peu solubles dans ’eau et
solubles dans les alcools, dans les huiles fixe, et dans la plupart des solvants organiques

(BRUNETON,1999 ; GHESTEM et al, 2001).

Elles ont des points d’ébullition toujours supérieur a 100°C et dépend de leur poids

moléculaire (ABOU ZIED, 2000).
5) Le role des huiles essentielles chez la plante

Certains auteurs pensent que les huiles essentielles pourraient avoir un réle attractif vis-a-
vis des insectes pollinisateurs et favoriseraient ainsi la pollinisation pollinisation ou au contraire
pour se protéger contre les prédateurs (insectes herbivores, micro-organisme) (BELAICHE,

1979).

D’autres auteurs affirment que les huiles essentielles jouent un role hormonal, régulateur
et catalyseur dans le métabolisme végétal et semblent aider la plante a s’adapter a son
environnement. (BELAICHE, 1979) signale que I'utilité des huiles essentielles pour les plantes
désertiques est liée a la conservation d’une humidité indispensable a la vie des plantes. Les
vapeurs aromatiques permettent de saturer 1’air autour de la plante empéchant, le jour, la
température de I’air de monter jusqu’a un degré insupportable pour la vie végétale et la nuit de

baisser de fagon excessive.
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I-6) Facteurs de variabilité des huiles essentielles

Les huiles essentielles de différentes espeéces ou d’une méme espece végétale peuvent
varier d’une fagcon quantitative ou qualitative, cette variabilité peut s’expliquer par différents
facteurs d’origine intrinséque, spécifique du bagage génétique de la plante ou extrinseque, liés

aux conditions de croissance et de développement de la plante.
I-6-1) Facteurs intrinséques
I-6-1-1) Cycle végétatif :

Pour une espece donnée, la proportion des différents constituants d’une essence peut
varier d’une fagon importante tout au long du développement. Le choix de la période de la

récolte est donc important (PADRINI et LUCHEROUNI, 1997).

Selon (BARADA et ses collaborateurs 2007) la variation des valeurs du rendement
chez la menthe peut étre attribuée a la sénescence des feuilles récoltées au mois de novembre
correspondant a la période apres floraison. On note que les meilleurs rendements (1,6-1,8%)

sont obtenus durant la période de floraison (juin-juillet).
1-6-1-2) L’organe producteur :

C’est la partie utilisée du végétal pour la distillation (ou I’expression). La composition

chimique d’une plante varie selon la nature de ces organes, car la biosynthése y est nettement

différenciée (TENSHER et al., 2005).
1-6-1-3) Les chémotypes :

Le chémotype d’une huile essentielle est une référence précise qui indique le
composant biochimique majoritaire distinctif, présent dans I’huile essentielle. C’est I’élément
qui permet de distinguer des huiles essentielles extraites d’'une méme variété botanique mais,
d’une composition biochimique différente. Cette classification permet de sélectionner les

huiles essentielles pour une utilisation plus précise, plus sure et plus efficace (PIBIRI, 2005).
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I-6-2) Facteurs extrinseques

Les conditions environnementales influencent aussi la composition des huiles
essentielles. La température, la quantit¢ de lumiére, la pluviométrie et les conditions
¢daphiques représentent autant de causes potentielles de variations de la composition
chimique d'une plante aromatique donnée (BRUNETON, 1999 ; MOHAMMAD et al., 2009).
Il n y'a eu beaucoup de travaux ayant mis en évidence l'influence de l'origine géographique de
la matiére premicre, les conditions culturales telles que la date de semis, la date de récolte, les
traitements phytosanitaires, I'emploi d'engrais, ainsi que les techniques de récoltes influencant
aussi la composition et le rendement des huiles essentielles (BENINI, 2007;APROTOSOAIE
et al.,, 2010).

Aussi, La méthode d'extraction et I'état du matériel végétal influent aussi sur la
composition et le rendement des huiles essentielles (FANTINO, 1990 ; VERZELE et al,
1988).

I-7) 1a réglementation sur les huiles essentielles

La commission européenne a enregistré quelques composantes des huiles essentielles
comme agents naturels de conservation des aliments, ils ont souligné que ces derniers ne
présentent aucun risque pour la santé du consommateur. Les composés mentionnés sont : le
carvacrol, le carvone, le citral, le thymol, le cinnamaldehyde, le p-cymene, I’eugénol, le
limoneéne, et le menthol. De nouveaux composés pourrait étre évalués pour 1’enregistrement
aprés avoir faire les études toxicologiques et métaboliques nécessaires (Décision de la
commission du 23 janvier 2002) (BURT et al., 2007).

Selon (LAFFSSAPS, 2008) le réglement CE fixe une procédure communautaire dans
le domaine des substances aromatisantes utilisées ou destinées a €tre utilisées dans les denrées
alimentaire. Il définit les étapes qui conduiront a la publication d’une liste de substances
aromatisants autorisées a 1’exclusion de toute autre.

I-8) Production des huiles essentielles

A 1’échelle mondiale, la production des huiles essentielles est d’environ 30tonnes par
an, Les principaux pays producteurs sont les Etats-Unis, la chine, le Maroc, la Bulgarie,
I’Inde, la France, I’Egypte et 1’Espagne. L’ Algérie se hisse a la 10éme place avec 8000dolars
de capitaux générés par D’exportation d’huile essentielle, a la fin des années 70
(TCHNOUMBOUGNANG et al., 2009). (DJEDDI 2012) affirme que les huiles essentielles
exportées par L’Algérie provenaient soit des cultures familiales ou des plantes spontanées,

tels que la menthe, Le jasmin, Le romarin, L’origan, Le thym, la sauge... Actuellement la
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production des huiles essentielles est limitée a quelques producteurs privés artisanaux qui ne

subvient pas au marché national.

Tableau 1. Récapitulation des principales huiles essentielles produites et des principaux pays

producteurs dans le monde en 2008 (PERFUMER & FLAVORIST, 2009).

Huiles essentielles Production (Tonnes) Principaux pays producteurs
Huiles d'oranges 51000 USA, Brésil, Argentine
Huiles du citron 9200 Argentine, Italie, Espagne

Huiles de I'eucalyptus 4000 Chine, Inde, Australie, Afrique du Sud
Huile de la menthe poivrée 3300 Inde, USA, Chine
Huile du clou de girofle 1800 Indonésie, Madagascar
Essence de la citronnelle 1800 Chine, Sri Lanka
Huiles de la menthe verte 1800 USA, Chine
Huiles du bois de cédr 1650 USA, Chine
Huile du patchouli 1200 Indonésie, Inde
Huile de la lavande 1100 France

I-9) Les méthodes d’extraction

Le procédé d’obtention des HE intervient d’une fagon déterminante sur sa composition
chimique, différentes méthodes sont mises en ceuvre pour 1’extraction des essences végétales,
cette diversité est due a la variété des matieres premieres et a la sensibilité considérable de

certains de leurs constituants (GARNERO, 1977).
I-9-1) Extraction par hydro-distillation

Le principe de cette technique d’extraction consiste a immerger directement la
matiere végétale a traiter dans un ballon rempli d’eau, qui est ensuite porté a ébullition. Les
vapeurs hétérogenes vont se condenser sur une surface froide et I’HE sera alors séparé par

différence de densité (BRUNETON, 1992).
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Schéma d'un montage dhydrodistillation

ponces = cau

Distillat : ezu =
butle essentielle

Figure 1 : Schéma de I’extraction par hydro distillation.
1-9-2) La distillation a la vapeur

Le matériel végétal, dans ce cas, n’est pas en contact avec 1’eau. Il se trouve supporté
par une grille ou une plaque perforée placée a une distance adéquate du fond d’un alambic,
rempli d’eau. Sous 1’action de la chaleur, I’eau se transforme en vapeur et passe a travers les
plantes en entrainant les molécules aromatiques vers un systéme de refroidissement. La
vapeur d’eau chargée ainsi d’essence retourne a 1’état liquide par condensation. Le produit
ainsi obtenu se sépare donc en deux phases distinctes : ’huile et 1’eau condensée que 1’on

appelle eau florale ou hydrolat (ANES et al., 1968 in BENJILALI, 2004).

eau chaude
chargée

huile
essentielle

P o — N

froide

vapeur d’eau

Figure2 : Schéma de I’extraction par entrainement a la vapeur.
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1-9-3) Hydro diffusion

C’est une variante de I’entrainement a la vapeur qui consiste a pulser de la vapeur
d’eau a tres faible pression a travers la masse végétale du haut vers le bas, en utilisant la
pesanteur comme force de déplacement de la vapeur, 1’avantage de cette méthode est d’étre
plus rapide donc, moins dommageable pour les composés volatiles(ANES et al., 1968 in

BENIJILALIL 2004 ; BRUNETON, 1999).

arrivée de
vapeur d'ecau
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Figure3 : Schéma d’extraction par hydrodiffusion

1-9-4) L’expression a Froid

L’extraction par expression a froid est souvent utilisée pour extraire les HE des
agrumes comme le citron, I’orange, la mandarine, etc.Son principe consiste a rompre
mécaniquement les poches a essences. L’huile essentielle est séparée par décantation ou
centrifugation. D’autres machines rompent les poches par dépression et recueillent
directement 1’huile essentielle. Ce qui évite les dégradations liées a 1’action de l’eau

(CHAINTREAU et al., 2003).
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Figure 4 : Extraction par expression a froid
1-9-5) L’enfleurage

Elle consiste a rendre soluble les principes odorants dans des matiéres grasses
(BELAICHE, 1979). Cette technique est réservée a certaines fleurs extrémement délicates,
comme le jasmin, la tubéreuse et les fleurs d’oranger. La substance ainsi obtenue a une
concentration trés élevée ; elle est ensuite diluée et traitée avec d’autre solvants qui dissolvent
la matiere grasse (PADRINI et LUCHERONI, 1997).Elle peut se réaliser a froid ou a chaud a
(60 a 70C°) (SALLE, 1991).

[-9-5-1) L’enfleurage a froid

Elle convient pour les fleurs fragiles dont I’odeur disparait rapidement apres la
cueillette et ne supportant pas la chaleur. Pour réaliser I’enfleurage a froid les fleurs sont
disposés des leurs récoltes sur une couche de graisse, dans laquelle elles abandonnent leurs
huiles essentielles. Les fleurs sont ensuite laissées pour une durée variable (24heures pour le
jasmin, 72heures pour la tubéreuse par exemple), retirées puis remplacées par de nouvelles
jusqu'a ce que I’¢élément gras soit saturé de parfum. La graisse est ensuite lavée a 1’alcool
¢thylique et D’évaporation de ce dernier conduit a 1’obtention d’huiles essentielles

(BELAICHE, 1979, BRUNETON, 1999, BACHELOT et al., 2008).

10
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Figure 5 : Extraction par enfleurage a froid.

1-9-5-2) L’enfleurage a chaud

Est identique a I’enfleurage a froid mais avec la graisse chauffée au bain marie,
une ‘créme parfumée’ est obtenue qui sera lavée a I’alcool, celui-ci ayant la propriété de se
charger de leur odeur. Le mélange alcool-graisse est battu mécaniquement, puis laissé reposer
avant de récupérer séparément la substance oléagineuse et ’alcool. L’alcool devenant un
extrait parfumé, est filtré une derniére fois pour éliminer toute trace de graisse. L’huile
essentielle est récupérée par évaporation de I’alcool (SALLE, 1991).

I-9-6) L’extraction par micro-ondes

C’est un procédé utilisant les micro-ondes et les solvants transparents aux micro-ondes
pour extraire de facon rapide et sélective des produits chimiques de diverses substances
(PARE, 1997). Le matériel végétal est immergé dans un solvant transparent aux micro-ondes
de maniere a ce que seul le végétal soit chauffé. Les micro-ondes vont chauffer I’eau présente
dans le systeme glandulaire et vasculaire de la plante, libérant ainsi les produits volatils qui
passent dans le solvant (non chauffé). On filtre et on récupere ensuite I’extrait. L’extraction
par micro-ondes a le grand avantage de réduire le temps d’extraction a quelques secondes
(France IDA, 1996).

Ce procédé, tres rapide et peu consommateur d’énergie, livre un produit qui, est le plus
souvent de qualit¢é supérieure a celle du produit d’hydrodistillation traditionnelle
(BRUNETON, 1999). Par ailleurs, 1’analyse des huiles essentielles obtenues par cette
méthode a montré selon SCHEFFER, 1996) que la composition qualitative des huiles

11
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essentielles était la méme que celle des huiles obtenues par distillation mais le pourcentage

des constituants variait de maniere significative.

Figure 6 : Extraction par microonde.

1-9-7) Extraction par les solvants organiques

Certaines huiles essentielles ayant une densité voisine de 1’eau, le procédé par
distillation a la vapeur d’eau ne peut étre utilisé dans ce cas, du fait de la difficult¢ de

séparation des phases entre elles.

Le principe de I’extraction consiste a faire macérer la plante dans un solvant organique
(ELABED et KAMBOUCHE, 2003). Au cours de la distillation du solvant, une partie des
matieres volatiles aux propriétés aromatiques et gustatives est néanmoins perdue (les plante
aromatique). Ce procédé est trés avantageux par rapport a I’hydrodistillation puisqu’il
nécessite un volume moindre de solvant et une température plus basse (74C°) que celle de

I’eau (100C°).
I-9-8) L’extraction au CO; supercritique

Le terme supercritique signifie que le CO,, sous pression 73,8bar et a une température
de 31°C, se trouve entre 1’état liquide et I’état gazeux. Lorsqu’il est dans cet état, le CO, est
capable de dissoudre les huiles essentielles. La matiére végétale est chargée dans 1’extracteur

ou est ensuite introduit le CO; supercritique sous pression et réfrigéré. Le mélange est ensuite

12
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recueilli dans un vase d’expansion ou la pression est considérablement réduite, le CO,

s’évapore et il ne reste que I’huile essentielle (WEISSE, 2002 in BACHELOT et al., 2006).

Cette méthode est trés prometteuse car le produit obtenu est proche du naturel et sans
trace de solvant. De plus le CO; est non toxique, incolore, inodore et inflammable, ce qui
permet des conditions de sécurité supérieures (BRUNETON, 1999, WEISS, 2002in
BACHELO et al., 2006).

I-10) Paramétre influant sur lydro distillation et entrainement a la vapeur

D’apres (BELAICHE1979), les différentes méthodes utilisées pour extraire les huiles
essentielles des plantes, conduisent a des produits présentant des compositions différentes.
Selon (SALLE, 1991), les paramétres qui peuvent influer sur les procédés d’extraction sont:

La durée d’extraction, la température, la vitesse de distillation, et la quantité de vapeur.
I-10-1) La durée d’extraction:

Elle dépend de la quantité et de la qualit¢ de I’huile a extraire. Ce temps est long
lorsque les huiles sont situées dans des glandes endogenes, et court lorsque les sites sécréteurs

sont exogenes (SALLE, 1999. COLIN 2000 in AZZOUG et LAMRAOQOUI).
1-10-2) La température :

Le choix de la température dépend en premier lieu de la solubilité de I’huile. En effet,
I’augmentation de la température entraine une diminution de la densité de I’huile par rapport a
celle de I’eau ce qui facilite la séparation, néanmoins, le risque d’évaporation de 1’huile

essentielle augmente (SALLE, 1999. COLIN 2000 in AZZOUG et LAMRAOUI).
I-10-3) La vitesse de distillation :

C’est la quantité de distillat recueillie pendant une heure. La vitesse est exprimée en

litre/ heure ou millilitre/minute (SALLE, 1991).
I-10-3) La quantité de vapeur :

C’est la quantité de vapeur d’eau utilisée pour extraire 1’huile. Elle est exprimée en
kilogramme de vapeur / kilogramme d’huile essentielle ou en Kg de vapeur / Kg de matiére

végétale. Elle dépend de la quantité et de la matiére végétale utilisée, de la quantité et de la

13
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composition de I’huile et de la vitesse d’extraction (SALLE, 1999. COLIN 2000 in AZZOUG
et LAMRAOUI).

I-11) L’identification chimique des huiles essentielles

La méthode la plus couramment utilisée pour 1’identification des huiles essentielles est
le couplage chromatographie en phase gazeuse /Spectrométrie de Masse (CPG/SM). 11 permet
de connaitre dans la grande majorité des cas la masse moléculaire d’un composé et d’obtenir
des informations structurales relatives a une molécule a partir de sa fragmentation

(HARKATIL 2011).
I-12) La composition chimique des huiles essentielle

La composition chimique des huiles essentielles est généralement trés complexe d’un
double point de vue, a la fois par le nombre ¢élevé de constituants présents et surtout par la
diversité considérable de leurs structures. En effet, elles comprennent deux classes de
composés caractérisés par des origines biogénétiques bien distinctes. Le groupe des
terpénoides, d’une part et le groupe des composés aromatiques dérivés du phénylpropane
d’autre part. IL existe également d’autres corps qui entrent en faible proportion dans la
constitution de certaines huiles essentielles (acides organiques, esters et autres...) (RAHLI,
2002; EL ABED et KAMBOUCHE, 2003].

I-13) La conservation des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont fragiles et volatiles (ANTON et LOBSTEIN, 2005).Elle
doivent étre conservées dans des flacons colorés, hermétiquement fermés, a 1’abri de Dair,
lumiére et variations de température.

Si les conditions citées ci-dessus sont respectées, les huiles essentielles peuvent étre

conservées jusqu'a 2a5 ans en maintenant les flacons en position verticale.
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II-1) Activités antimicrobiennes
I1-1-1) Définition d’un antimicrobienne

Sont définie 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).

I1-1-2) Mode d’action antibactérienne des huiles essentielles

Les huiles essentielles ont un spectre d’action trés large dii principalement a leur
grande affinité aux lipides membranaires grace a leur nature hydrophobe (DORMANS et
DEANS, 2000). Tres peu d’études portant sur le mode d’action des huiles essentielles vis-a-vis
des microorganismes ont ¢été¢ réalisées. En général les huiles essentielles empéchent la
multiplication, la sporulation et la synthése des toxines des bactéries. Sur les levures, elles
agissent sur la biomasse et la production du pseudomycélium. Sur les moisissures, elles
inhibent la germination des spores, 1’¢longation du mycélium et la toxicogenése (HULIN et
al., 1998).

(KIM et al. 1995 in HULIN et a/ 1998) rapportent que les huiles essentielles semblent
posséder plusieurs modes d’action sur les différents microorganismes. Ces modes d’action
sont:

» interférence avec la bicouche lipidique de la membrane cellulaire, provoquant une
augmentation de la perméabilité et la perte des constituants cellulaires ;

» altération des différents systémes enzymatiques dont ceux impliqués dans la
production de 1’énergie cellulaire et la synthése des composants de structure ;

» destruction ou inactivation du matériel génétique.

I1-1-3) Resistance des bactéries Gram(-) aux huiles essentielles

Le mode d’action des huiles essentielles dépend du type de microorganismes. Les
bactéries Gram négatives sont plus résistantes que les bactéries gram positives grace a la
structure de leur membrane externe. Ainsi, la membrane extérieure des Gram négatifs est plus
riche en lipo-polysaccharides(LPS) la rendant plus hydrophile, ce qui empéchent les terpenes

hydrophobes d’y adhérer (CRISTIANI et al., 2007).

Il existe cependant quelques exceptions. Les bactéries Gram négatives Aeromonas
hydrophila et Campylobacter jejuni (WANNISSOM et al., 2005) ont été décrites comme

particulierement sensibles a I’action des huiles essentielles.
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La bactérie reconnue comme la moins sensible a leurs effets reste néanmoins la

bactérie Gram négative P. aeruginosa (DORMAN et DEANS, 2000).

I1-1-4) Essaie de ’activité antimicrobienne des huiles essentielles dans les aliments

En plus de la saveur donnée aux aliments, beaucoup de plantes aromatiques et leurs,
huiles essentielles montrent une activité antimicrobienne et pourraient empécher la croissance
des microorganismes d’altération et pathogene, améliorant de ce fait la sécurité alimentaire, la
plupart des publications ont confirmé la possibilité d’employer les huiles essentielles dans les
aliments pour prolonger la durée de conservation des aliments (SACCHETTI et al.,2005).

En effet I’effet antimicrobien entre autre est réduit par la réaction ou interaction avec
les composants des aliments. Toutefois il faut savoir que les concentrations des huiles
essentielles nécessaires pour inhiber les micro-organismes dans un aliment dépassent celles in

vitro quand un extrait est mélangé dans un aliment (PANDIT et SHLEF, 1997).

I1-2) Activité antioxydante

Les plantes aromatiques ¢laborent des molécules caractérisées par de nombreuses
fonctions capables de piéger les radicaux libres, d’ou leurs effets antioxydants, les
antioxydants transmettent aux radicaux oxygénés I’hydrogene des fonctions phénoliques ou
forment des produits stables avec des radicaux d’acides gras et interrompent ainsi les

réactions radicalaires en chaine.

De bons capteurs de radicaux libres sont par exemple les dérivés de 1o-
dihydroxybenzéne (comme les flavonoides et les isoflavonoides), les dérivés de I’acide
caféique (comme lesacides rosmarinique), les anthocyanes, les o-dihydroxycoumarines, les

lignanes et les dihydroxyterpénes aromatiques. (TENSCHER et al., 2005).

I1-2-1)Définition d’un antioxydant

Les antioxydants sont des composéscapables de minimiser efficacement les
rancissements, et retarder la peroxydation lipidique, sans effet sur les propriétés sensorielle et
nutritionnelle du produit alimentaire. Ils permettent le maintien de la qualité et d’augmenter la
durée de conservation du produit.

En outre, I’antioxydant alimentaire idéal, doit etre soluble dans les graisse, efficace a
faible dose, et non toxique, n’entraine ni coloration,ni d’odeur, ni saveur indésirable, résistant

aux processus technologiques, il est stable dans le produit fini (POKNORY et a/.,2001).
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I1-2-2) Mécanisme de I’oxydation
Le mécanisme d’oxydation des matiéres grasses est radicalaire et suit trois étapes:
Y
» Les réactions d’initiation qui, a partir d’acides gras non saturés, conduisent a la

formation de radicaux libres ou de peroxydes lipidiques;

» Les réactions de propagation aboutissant a une accumulation de peroxydes
lipidiques;

» Les réactions de terminaison (ou d’arrét) au cours desquelles les radicaux libres
s’associent pour donner des composés non radicalaires trés divers (Figure 7)

(DILMI-BOURAS, 2004; ALAIS et al., 2008; DURAN et a/.,2010).

¢ Initiation : RH+O,

Propagation :R*+0O, RO*,

RO,*+RH RO,H+R*

¢ Terminaison :R*+R* 5 R,
R*+RO*, — RO,R

RO*,+RO*;, —» RO,R+0O,

Figure 7 : Les déférentes étapes de I’oxydation.

I1-2-3) Conséquences des réactions d’oxydation

Les réactions d’oxydation donnent naissance a de nombreux composés. En premier
lieu, il convient de citer les aldéhydes et cétones de faible masse moléculaire qui sont
responsables de I’odeur de rance, c’est la premiere altération qui se manifeste d’autant que
certains d’entre eux sont percus a des concentrations trés faibles, Par ailleurs, les composés

carbonylés peuvent réagir avec les protéines ou plus généralement favoriser le brunissement
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non enzymatique, et la présence de lipides peut aussi provoquer 1’oxydation secondaire de

divers aromes (ALAIS et al.,2008; CUVELIER et MAILLARD, 2012).

Les dégradations oxydatives affectent les qualités nutritionnelles, sensorielles et
commerciales des aliments et peuvent avoir des répercussions sur la sant¢ du consommateur.
Elles sont également mises en cause dans le vieillissement des tissus biologiques ainsi que
dans de nombreuses pathologies comme 1’athérosclérose, les maladies neurodégénératives, les
complications du diabéte (diabéte non insulinodépendant, aussi appelé diabéte gras) et
I’inflammation (MANCHADO et CHEYNIER V, 2006 ; GENOT C. et MICHALSKI M. C,
2010).

I1-2-4) Essais de l'activité antioxydant des huiles essentielles dans les aliments

Quelques récentes publications ont rapporté que certaines huiles essentielles sont plus
efficaces que quelques antioxydants synthétiques. Les effets antioxydants des huiles
essentielles et d'extraits des plantes sont dus principalement a la présence des groupes
hydroxyles dans leurs structures chimiques (HUSSAIN, 2009).

Les extraits de romarin (Rosmarinus officinalis) possédent une activité antioxydante
trés intéressante et sont souvent utilisés pour la stabilit¢ des aliments. (Djenane et al., 2001)
ont utilis¢ 1000 ppm d’huile essentielle de romarin sur la viande rouge du bceuf, I’activité
antioxydante obtenue a été trés significative et pourrait étre attribuée a la présence de
composés phénoliques dans les extraits de romarin qui bloquent la chaine de radicaux libres
par donation d’atome H.

Les ¢études de 1’équipe du Laboratoire de Recherche en Sciences Appliquées a
I’Alimentation (RESALA) de DI’INRS-IAF ont montré que I’incorporation des huiles
essentielles directement dans les aliments (viandes hachées, légumes hachés, purées de
fruit...) ou I’application par vaporisation en surface de I’aliment (pi¢ce de viande, charcuterie,
poulet, fruits et légumes entiers...) contribuent a préserver I’aliment des phénomeénes
d’oxydation (CAILLET et LACROIX, 2007).

Récemment, une autre étude a été réalisée pour essayer la formulation des margarines
de table additionnées d’huiles essentielles de Citrus limon, en vue de les exploiter et de les
substituer a un additif synthétique «le Tocoblend ». Les résultats de 1’évaluation de la
stabilité oxydative obtenus ont montré que les margarines a huiles essentielles de Citrus limon
¢taient plus résistantes que celle au Tocoblend vis-a-vis de 1’oxydation forcée (HIMED,

2011).
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D’autres auteurs ont recens€s parmi les plantes aromatiques celles qui ont une activité
trés oxydante : (la sarriette, le clou de girofle, le gingembre, le poivre, le romarin, la sauge, le

thym et ’oignon) (TENSCHER et al., 2005).
I1-3) Activité antivirale

De nombreuses familles de molécules ont montré in vitro une activité antivirale et,
parmi elles, les monoterpénole et les monoterpénals. Les virus sont généralement fortement
sensibles aux molécules aromatiques, et de nombreuses pathologies virales séveres montrent
des améliorations importantes avec leur utilisation, de plus des cellules saines traitées avec
des molécules aromatiques acquirent une résistance toute particuliére vis-vis de la pénétration

virale (ZHIRI, 2006).

Les huiles essentielles sont sélectivement absorbées et perturbent les fonctions des
membranes hormis les virus (les huiles essentielles ne sont actives que sur les virus a

enveloppe comme celui de la grippe, de I’herpes et du HIV) (INOUY; ABE, 2007).
I1-4) Activité insecticide

Les insectes forment la plus grande classe du régne animal, parmi eux des dizaines de
milliers d’espeéces présentent un risque pour I’homme, les animaux domestique, et pour
I’agriculture. L’utilisation des molécules synthétique contre les insectes produits des effets
secondaires, contrairement aux huiles essentielles, qui présentent une forte activité contre ces
insectes et leurs larves en empéchant fréquemment la reproduction. Aujourd’hui 50% de la
production d’huiles essentielles est consacrée pour la production des insecticides (REGNAULT,

1997).
I1-5) Activité fongicide

Les huiles essentielles ont la capacit¢ de s’opposer au développement des
champignons et des moisissures en les détruisant. (QURAINI et ses collaborateurs, 2005) ont
révélé uneinhibition significative par les huiles essentielles de thym, menthe pouliot et
romarin ou leur fraction volatile tant sur la germination des spores que sur la croissance

mycélienne des dermatophytes.
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(KORDALI et ses collaborateurs 2008) ont montré que c’est le groupement hydroxyle
sur les composants majoritaire a cycle aromatique qui cause des altérations sur les hyphes

mycéliens et provoquant ainsi leur lyse.
I1-6) Activité anti- inflammatoire, anti-brulure et cicatrisante

L’¢tude (VOINCHET et GIRAUD —ROBERT, 2007) et menée chez des patients a
peine sortis du bloc opératoire, montre 1’efficacité de I’effet anti-inflammatoire des HEs grace
a leurs propriétés vasculaires et cicatrisantes, réduisant ainsi les suites opératoires de manicre

immédiate et offrant une évolution et une maturation cicatricielle rapide et optimale.
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Partie bibliographique Chapitre III: les différentes méthodes de conservation des aliments

La conservation des aliments vise a préserver leur comestibilité, et leurs propriétés
gustatives et nutritives. Elle implique notamment d’empécher la croissance de microorganismes,
et de retarder I’oxydation des graisses qui provoque le rancissement. Des techniques de
conservation ont été¢ mise au point pour modifier ou supprimer les facteurs éventuels d’altération

liés au milieu de conservation ou a I’aliment lui-méme (VIERLING., 1998).

III-1)techniques de conservation par le froid

Le froid est une technique de conservation des aliments qui arréte ou ralentit l'activité
cellulaire, les réactions enzymatiques et le développement des microorganismes
(DARINMOU., 2000). II prolonge ainsi la durée de vie des produits frais,végétaux et animaux
en limitant leur altération (MURIELLE M., 2009).

Le respect de la chaine de froid contribue a assurer l'innocuité des aliments et a
conserver leur qualité puisque toute hausse de température accélere la croissance des micro-
organismes et réduit la durée de vie de 1'aliment (QUEBEC., 2014).

III-1-1) La réfrigération

La réfrigération consiste a entreposer les aliments a une température basse, proche du
point de congélation mais toujours positive par rapport a celui-ci (DARINMOU., 2000).
Généralement la température de réfrigération se situé dans les alentours de 0°C a 4°C.

La réfrigération correspond donc a une conservation par le froid positif pendant une
durée limitée puisque les produits réfrigérés bénéficient d'une date Ilimite de
consommation(DLC) (EMILIE F., 2009).

11 existe trois régles fondamentales a respecter dans l'application de froid:

» La réfrigération doit s'appliquer a des aliments sains au départ ;
» La réfrigération doit étre fait le plus tot possible ;
» La réfrigération doit étre continue tout au long de la filiére de distribution,
laChaine de froid ne doit pas étre interrompue (JEAN M., 2014).
I11-1-2) La congélation

La conggélation est un procédé de conservation de longue durée car elle inhibe a la fois
l'altération enzymatique, chimique et le développement microbien (EMILIE F., 2009).

C'est I'action de soumettre au (a -18°C) des produits alimentaires (BOUMENDJEL M.,
2005).

Elle permet de consommer les aliments plusieurs années aprés le début de leur

conggélation si celle-ci est ininterrompue (MORGANE D., 2013).
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I11-1-3) La surgélation : congélation ultra-rapide

Cette technique qui met en ceuvre des températures plus basses que la congélation
(MURIELLE M., 2009). C'est une technique de refroidissement brutal (-30°C/-50°C) puis de
congélation a -/15°CI-1I8§(MORGANE D., 2013).0On peut surgeler les légumes, les fruits,
certains fromages, les beurres, les ceufs, les jus de fruits, les viandes, et les plats cuisinés.par
ce procédé La conservation peut dépasser deux ans. Toutefois il faut que I’emballage de
surgelé soit étanche a la vapeur d'eau et au gaz (risque d'oxydation ou de prise d'odeurs)
(BOUMENDIJEL M., 2005).

II1-2) Les techniques de conservation par la chaleur

Le traitement des aliments par la chaleur est aujourd'hui la plus important technique de
conservation de longue durée(DARINMOU., 2000).Ce type de conservation par la chaleur qui
fait uniquement appel a un procédé¢ physique de nature thermique, a pour but de dénaturer les
enzymes susceptibles d'altération et de détruire les micro-organismes présents dans les
aliments (MURIELLE M., 2009).

I11I-2-1) La pasteurisation

La pasteurisation est un traitement thermique pour la conservation des aliments
inventé par Louis Pasteur en /856 par lequel un aliment est chauffé a une température définie
pendant une période de temps fixée avant d'étre refroidis rapidement. Les températures de
pasteurisation sont inférieures a 100°C puisqu'elles varient de 70°C a 85°C(EMILIE F.,
2009).

Du point de vue technologique, la pasteurisation est effectuée soit sur des produits
préalablement emballées (bouteille en verre, emballages plastiques thermostables....), soit sur
des produits en "vrac" (souvent liquides) (EMIL1E F., 2009).

II1-2-2) La stérilisation

La stérilisation est une technique destiné a éliminer tous les micro-organismes
pathogenes y compris les formes sporulées, et la plus part des autres germes susceptible de
contaminer un produit alimentaire. Les aliments stérilisés se conservent donc a températures
ambiante tant que le récipient n'a pas été ouvert et bénéficient d'une date limite d'utilisation

optimale (DLUO) (EMILIE F., 2009).
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I1 existe deux techniques de stérilisation (voire le tableau N°1) :

Tableau n°1 : les différentes techniques de stérilisation.

Traitement
Non et la technique L
L. Température Appliquée pour
de pasteurisation Durée de traitement
appliquée
La stérilisation 110 al115°C Quelques minutes Lait, viandes, légumes,
classique poissons
La stérilisation par 140a150par Quelques secondes Lait, crémes fraiche liquide,
ultra haute injection de vapeur potage, jus de fruits
température (UHT)

IT1I-3) Techniques de conservation par abaissement de I’activité de I’eau

La technique de déshydratation a pour but d'éliminer partiellement ou en quasi-
totalitél'eau des aliments en vue d'y abaisser l'activité de 1’eau "Aw". De plus, I'¢limination
quasi-totale de I'eau permet une conservation encore plus longue (EMILIE F., 2009).

II1-3-1. Concentration

La concentration ne donne lieu qu'a une ¢limination d'eau partielle, mais elle permet
d'obtenir un produit dont la pression osmotique est parfois suffisante pourentraver tout
développement microbien (MAFART P., 1991).

L'é¢limination de l'eau peut €tre réalisée:

» par voie mécanique (centrifugation, égouttage, pressurage, et ultrafiltration) ;

» par voie thermique avec des procédés traditionnels (séchage a 1’air) enindustriels
(évaporateur, séchoir, et tour de séchage) (MURIELLE M., 2009). Anoter que
l'industrie agroalimentaire est trés utilisatrice de ce type de procédé(café¢ soluble,
champignons, céréales, soupes, sauces, plats cuisinés, etc.)(EMILIE F., 2009).

II1-3-2)Séchage

Le séchage est un procéd¢ de conservation extrémement ancien, qui privantl'aliment
d'eau libre, interdit toute activité microbienne ou enzymatique (MAFARTP., 1991).

Il permet de conserver de bons aliments naturels, d'avoir tout au long de l'annéedes
aliments sains. Les produits séchés, bien conservés a l'abri de la lumiére, gardentleur saveur et
leur valeur nutritive pendant environ un (1) an. Le volume des aliments est parfois réduit
jusqu'a 90%. Par exemple, un kilo de pommes fraiches donne 100 grammes de pomme séchée

(YOLANDE B., 2001).
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I11-3-3) Lyophilisation

Autrefois appelée cryodessiccation est un procédé de séchage dont le principeconsiste
a sublimer la glace d'un produit congelé: I'eau du produit passe doncdirectement de 1'état
solide a vapeur (MAFART P., 1991).

La lyophilisation est un processus de déshydratation qui consiste en I'élimination
del'eau par sublimation. Le principal avantage de cette technique est la qualité supérieuredu
produit fini. Grace a l'abaissement de l'activité de I'eau du produit, lalyophilisation réduit les
risques de la réaction d'altération et inhibe la croissance des microorganismes. Cette technique
permet de conserver a la fois le volume, l'aspect et les propriétés du produit traité
(MACHACINE A., 2007).

I11-3-4) Sucrage

Le sucre est un excellent conservateur grace a sa grande avidité pour I'eau. Lerole du sucre
ressemble a celui du sel sauf qu'il n'est efficace qu'a de trés fortesconcentrations (65-
67%)(BOUMENDIJEL M., 2005).

La concentration par le sucre ou sucrage ne peut se faire qu'a chaud puisquel'aliment
doit perdre une partie de l'eau qu'il contient par évaporation tandis que le sucre une fois
dissous, se lie aux molécules d'eau et les rend indisponibles pour lacroissance des micro-
organismes (MURIELLE M., 2009).

La conservation par le sucre est un savoir faire connu depuis de nombreux siecleset
que I'on peut retrouver encore de nos jours dans la fabrication des confiseries (fruitsconfits) et
des confitures (GERALDINE D., 2009).

I11-3-5) Salage ou salaison

La conservation par le sel ou salage consiste a soumettre une denrée alimentaire
al'action du sel :

» soit en le répandant directement a la surface de l'aliment (salage a sec) ;
» soit en immergeant le produit dans une solution d'eau salée (saumurage) ;

En diminuent l'activité de 1'eau du produit, ce procédé permet de freiner ou debloquer
le développement microbien. Cette technique est essentiellement utilisée enfromagerie, et en
charcuterie (MURIELLE M., 2009).

I11-4) Les techniques de conservation parl'abaissement du pH

Deux voies sont possibles pour parvenir a un abaissement de la valeur du pH :
I11-4-1)Conservation par ajout decomposés acides

Certains aliments sont conservés dans des vinaigres, ou acide acétique. On utilise cette

méthode pour des légumes (chou, betterave, oignons, concombre) et des fruits (citrons,
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olive)(JAMES 1. et al., 2000). Il faut saler le produit et le faire chauffer avant de le plongé
dans le vinaigre pour pouvoir le stocké (JAMES L. et al., 2000).
I11-4-2) La conservation par fermentation

Les procedes biotechnologiques de transformation des aliments mettent en ceuvre des
microorganismes vivants, dont l'activit¢ métabolique permet les transformationsdésirées
(traditionnellement dites fermentations). Depuis des millénaires, la fabricationde fromages, et
autres laitages fermentés est connue en Europe et en Asie.

Plus tard, I'homme apprit a exploiter et accroitre l'action fermentative
desmicroorganismes. Aujourd'hui I'activité microbienne est assez bien connue. Lesaliments et
boissons fermentés constituent un secteur trés important de l'industriealimentaire. Les
principaux types de micro-organismes utilisés par l'industriealimentaire sont les bactéries
(camembert), les champignon/moisissures (fromages, sauce de soja), et les levures (pain,
biere, vin) (WERNER L. et al, 20 10).

III-5) Le conditionnement par 1'ajout de conservateurs chimiques

Les conservateurs chimiques n'ont pas la capacit¢ de rendre sain un produit qui ne
|'était pas avant son traitement,ni d'améliorer la qualité d'un mauvais produit; ils peuvent
seulement conserver au produit ses caractéristiques initiales plus longtemps que 1'ordinaire.
On trouve essentiellement des conservateurs minéraux (nitrates, nitrites, et sulfites) ainsi que
des acides organiques (acide acétique, lactique, propionique, et sorbique) (MURIELLE M.,
2009).

I11-6) Controle de I’atmosphére
Les gaz présent dans l'air atmosphérique entourant I'aliment influencent sa

conservation. Les principaux gaz mis en jeu sont:

> l'azote: (78%)gaz inerte qui n'influence pas directement la conservation de 'aliment ;
» Doxygene: (21%)stimule la croissance des bactéries aérobies, donc I'altération
microbienne de 1'aliment, et permet des réactions d'oxydations responsables de
l'altération des qualités organoleptiques;
» le dioxyde de carbone et les gaz rares (Argon, Néon, Hélium): (1%) des gazes a des
concentrations ¢élevés (>10%) exerce un effet bactériostatique et fongistatique
reconnu: il empéche le développement de certains germes aérobies et des moisissures,

surtout en l'absence de l'oxygene.
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I11-6-1) Le conditionnement sous vide

L'objectif de cette méthode est de supprimer de l'environnement de l'aliment, le
principal agent d'altérationc'est a dire l'oxygéne. Le conditionnement sous vide permet
d'atteindre une teneur résiduelle en O, de 1% (ROMAIN J. et al., 2007).

La durée de vie d'un produit alimentaire peut étre prolongée en le conditionnantsous
vide. Les microorganismes aérobies sont alors inhibés et le produit est protégévis-a-vis de
l'oxydation et de la dessiccation. Cependant, les produits utilisés doiventétre de bonne qualité
sanitaire. La conservation sous vide peut par conséquence €treassociée a une réfrigération ou
a une cong¢lation (EMILIE F., 2009).

Le gaz intervient comme conservateur mais, en plus, il permet d'évités 1'écrasement
des aliments dans leur conditionnement sous vide (JEAN-PIERRE D., 2000).

I11-6-2) Le conditionnement sous atmosphére modifiée

Le conditionnement sous atmosphére modifiéce (CAM) est une technologie
d'emballage employée couramment en vue de conserver les produits alimentaires frais.

Dans un systéme de conditionnement sous atmosphere modifiée, les gaz qui composent
l'intérieur de l'emballage sont remplacés par un gaz unique ou mélange gazeux ; dans le but
d'accroitre la durée de conservation du produit (CMC, 2000). Cette modification de 1'atmosphere
entourant le produit alimentaire permet de réduire le taux d'oxygene, tout en maintenant le niveau
d'humidité, et de contrdler les réactions chimiques et enzymatiques ou microbiennes conduisant
aux dégradations. Celles-ci sont ¢éliminées ou plus ou moins réduites pendant la durée de
conservation commerciale du produit alimentaire (MURIELLE M., 2009).

I11-7) La bioconservation :

La bioconservation, ou biopréservation, est une méthode de conservation des aliments
faisant appel a des microorganismes, appelés encore culture protectrices, ou a leurs
métabolites naturels. Ces termes sont généralement utilisés en opposition a 1’ajout de
conservateurs dits «chimiques» classiquement utilisés dans les industries agro-alimentaires.
La biopréservation, comme toute autre méthode de conservation, doit permettre de maitriser
la croissance de flores pathogénes ou d’altération, tout en préservant les qualités
organoleptiques et nutritionnelles du produit au cours de sa vie. Outre les microorganismes et
leurs métabolites, La biopréservation peut faire appel a d’autres composés, comme la
lactoperoxydase, une enzyme naturellement présente dans le lait, ou a des extraits végétaux
(duromarin, thym, thé vert ou de pépin de raisin, et huiles essentielles) (ZAGOREC ET
CHRISTIEANS., 2013).
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I.1 Les saucissons

Les saucissons sont des produits de charcuteries préts a étre consommés, constitués
des boyaux remplis de la viande hachée. Ils sont fabriqués soient a partir des viandes des
porcs, des beeufs, des veaux, des moutons, d'agneau ou soient encore a partir de celles de
volailles. Ils sont fabriqués d'une maniére industrielle ou artisanale (LAMBERT., 2005).

Ils sont considérés comme des aliments de choix en raison de leurs valeurs nutritives. Leurs
richesses en protéines et la nature de celles-ci, font de ces produits des aliments
indispensables pour une rationalimentaire équilibrée. Cependant, en raison méme de leurs
qualités nutritionnelles, la saucisse et le saucisson constituent des milieux treés favorables aux
contaminations (OUMOKHTAR et al, 1998).

Ces contamination microbiennes peuvent d’une part altérer leurs qualités marchandes (le
gout, I’odeur, 1’aspect,...) et d’autre part, elles causent deux types des maladies alimentaires :
les toxi-infections alimentaire (TIA) et les maladies infectieuses d’origine alimentaire.

I-1-1/ les toxi-infections alimentaires (TIA) : son causées lorsque les germes produisent
dans certaines conditions, un poison appelé toxine responsable des divers trouble : diarrhées,
vomissements, fievre, douleur abdominales, et méme la mort. Ces toxines sont en effet parfois
mortelles comme la neurotoxine botulique qui est 20000 fois plus actives que 1’arsenic
(LAMBERT., 2005).

Les principaux germes producteurs des toxines sont : les bactéries(les Salmonelles,
Listeria monocytogenes, yersinia campilobacter enterocolitica, les staphylocoques dorés, les
Clostridium botulinum, jejuni, Escherichia coli), les levures pathogeénes (candida albicans...),
et les moisissures et virus (OUMOKHTAR et al., 2005).

I-1-2/Les maladies infectieuses d’origine alimentaires : sont moins fréquentes que les toxi-
infections alimentaires. Elles sont dues au développement des germes dans 1’organisme, apres
ingestion d’un aliment contaminé. Parmi ces maladies on peu citer :

» gastro entérites (infantiles) a Escherichia coli ;
entérocolite a shigella, yersinia ;
listérioses : Listeria monocytogenes

les fievres typhoides dues a Salmonella typhi et paratyphi ;

YV V V VY

la dysenterie bacillaire.
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II) Différentes contaminations da la viande :
On rencontre deux types de contamination : une contamination profonde (endogene) et
une contamination superficielle (exogeéne). Les étapes susceptible d’introduire les germes

contaminants sont nombreuses (PLUSQUELLEC, 1991 ; BENDEDDOUCHE, 2001).
I1-1/ Les contaminations profondes

La putréfaction profonde s'installe dans les masses musculaires internes des carcasses des
viandes, ce type d'altération est traduit par l'apparition d'une couleur anormale (grise ou verdatres)
avec un dégagement d'une odeur trés désagréable due au développement des bactéries
protéolytiques strictement anaérobies telles que les Clostridium (BOURGEOIS, 1980).

La contamination de la viande en profondeur (in vivo) n’est pas trés fréquent car les
animaux malades sont systématiquement éliminés, néanmoins, il reste les animaux sains, il
peut y avoir aussi des contaminations au cours de 1’abattage et une contamination des
carcasses par les bactéries intestinale qui peut prendre place plusieurs heurs aprés la mort
lorsque la paroi intestinale fragilis¢é permet ’entrer de ces bactérie d’ou le danger d’une
¢viscération tardive. Et cette contaminations peuvent étre aussi provoquée par I’environnement,
les instruments, et les manipulateurs (MARIEL et al., 2002).

Les principaux microorganismes, qui peuvent se trouver dans les viandes suite a une
contamination profonde sont : salmonella, E. coli et clostridium perfringens (MORISSE et al,

1985).
I1I-2/ Les contaminations superficielles

Les contaminations superficielles des carcasses sont beaucoup plus importantes que

les contaminations en profondeur (SOINNEAU, 1993).

D’aprés GRAND (1983), elles sont situées aux environs de 10°-10* germes /cm? et
proviennent essentiellement de I’animal lui-méme (poils, excréments), de 1’aire d’abattage

(sol, manipulateur), des ateliers de découpe et des chambre de stockage.

L’origine exogeéne de ces contaminations montre I’importance des reégles d’hygieéne a

respecter lors de la préparation des carcasses (LASTA et al., 1992).

Les contaminations superficielles se traduit par 1'apparition d'une couche visqueuse,
accompagnée d'une odeur nauséabonde, les agents de cette putréfaction appartiennent aux

genres Pseudomonas et achromobacter, sont des psychrotrophes et la contamination peut se
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développer méme au froid. Il y a également des altérations superficielles causées par d'autres
bactéries telles que: Micrococcus, Lactobacillus, des levures ou des moisissures
(BOURGEOIS, 1980).

III) Facteurs de multiplication de la microflore de la viande :

ROSSET (1988); BOURGEOIS et al/ (1996) ont évoqué quatre facteurs de la

croissance microbienne dans la viande, il s’agit de :

» Tactivité de I’eau (ay) ;
» le potentiel d’hydrogéne (pH) ;
» le potentiel d’oxydoréduction (rH) ;
» la température ;
III-1/L’activité de I’eau (aw)

Elle est définie comme étant la disponibilité en eau du milieu (viande), Elle joue un
réle important dans la multiplication, la croissance et le métabolisme des microorganismes,
qui dépendent essentiellement des capacités d’échange entre la cellule microbienne et le
milieu qui I’environne, donc de I’eau disponible (GAUTHIER et al., 1986).

L’aw de la viande fraiche est de 0,98-0,99, elle est favorable a la multiplication de toutes
les especesmicrobiennes (BOURGEOIS et al., 1996).
I11-2 /Le potentiel d’oxydoréduction (rH)

Le Rh baisse rapidement pour atteindre 4a6heures apres I’abattage une valeur de -200 Mv.
Le sang étant plus renouvelé, la réserve en oxygéne devient faible, il se crée donc, des
conditions réductrices dans la profondeur de la viande. Ces derni¢res sont favorables au
développement des germes anaérobies de putréfaction (HOBBS, 2004).
I1I-3 /Le potentiel d’hydrogéne (pH)

Les micro-organismes sont trés sensibles aux variations du pH. Leur développement
est réduit par un pH acide de 5,54 5,7, atteint lors de la rigidité cadavérique. Le pH reste fixe
dans le cas des viandes produites et conservées d’une manicre normale, ce qui n’est pas le cas
des viandes DFD dont le pH s’¢leve a 6,2-6,5 les rendant ainsi sujette aux actions
microbiennes et de ce fait aux putréfactions (ROZIER et al., 1986, GRANDIN, 1988).

I11-4 /La température (T°)

Les germes se multiplient moins facilement a des températures basses. Ainsi, il ya
I’arrét de tout risque de nocivité li¢ au développement de germes et 1’¢élaboration de toxines a
une température de 3°C, et jusqu'a -18°C il ya arrét de toute multiplication microbienne

(GUIRAUD, 1998).
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IV) Composition de la saucisse :

Une saucisse est un produit de charcuterie composée principalement de viande hachée
mélangée a d’autres ingrédients tels que les épices et des condiments, la préparation est
ensuite déposée dans un boyau, d’origine intestinale ou synthétique. En forme de tube et
refermé aux extrémités.

IV-l) Les ingrédients d’origine carnée
e laviande:

D’aprés CHAUDIEU (1985), les viandes qui entrent dans la fabrication da la merguez
sont des morceaux a cuisson lente des bovins et d’ovins qui font partie de la troisiéme
catégorie des viandes.

e Les boyaux:

Les boyaux sont des enveloppes cylindriques destinées a la fabrication de charcuteries
cuites et crues, on distingue les boyaux naturels et les boyaux artificiels (MARTINEZ ,1999).
IV-2) Lesingrédients d’origine non carnée :

e Les épices :

Les épices sont aussi considérées comme auxiliaires de la conservation (STARON, 1982).

D’aprées RICHARD(1982), DAOUDI et al. (2006), les épices qui entrent dans la
fabrication de la merguez sont : (poivre noir, piment fort, piment rouge doux, le cumin, la
cannelle)

e Les colorants :

D’aprés HANN(1980), le seul colorant autorisé dans la fabrication de la merguez est un
colorant naturel : la rouge cochenille. Ce dernier est d’origine animal, extrait de Coccus cacti, il
peut se présenter sous forme des sels d’ammonium. Sa numérotation de la CEE est E124.

e Lesel:
D’apres ALAIS et LINDEN (1997), le sel intervient par ces effets suivants :
» effet protecteur contre les microorganismes indésirables.
» augmente la pression osmotique et diminue 1I’aw.
» il renforce le gout de ces produits.
» solubilisation partielle des protéines musculaires.
o Lail:
Son usage est trés ancien, ses qualités bactéricide et digestives ont été prouvées, il

posséde un parfum tres puissant (RICHARD,1982).
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I) MATERIEL ET METHODES

La partie expérimentale a étéréaliséeaux niveaux des laboratoires pédagogiques de
I’Universit¢ Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou : laboratoire physico-chimique N°II de
département biologie, laboratoire demicrobiologie de département agronomie et laboratoire
chimie de campus universitaire de Tamda, pendant la période allant de 23avril au 30 avril
2017.La préparation de la saucisse a été effectuée dans une boucheri « Le berger » a tigzirt.

I-1-Phuile essentielle utilisée : Pinus sylvestris (Pin sylvestre).
L’origine de cette I’huile : Pierre Fabre, Pinus sylvestris 100% biologique et pure.
I-1-1) Classification

- Regne : Plantae.

- Sous-regne : Tracheobionta.
- Division : Coniferophyta.

- Classe : Pinopsida.

- Ordre : Pinales.

- Famille : Pinaceae.

- Genre : Pinus.

- Nom binominal : pinus sylvestris.
Les Partie distillée :Aiguilles (sont les feuilles) et pomme de pin.

I-1-3-Caractéristiques de I’huile essentielle de pinus sylvestris

Liquide transparent légerement jaunatre dot¢ d’une odeur de conifére typique

légerement sucrée et fruitée. L ardme est trés rafraichissant.

AROMATHERAPIE
Huile Essentielle Bio

Figure N°8 : image de pinus sylvestris
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I-1-4) Composition biochimique de I'huile essentielle de pinus sylvestris

La composition biochimique est susceptible d’évoluer en fonction des conditions de

production.

» composé chimique principal : Monoterpénes (75 a 90%).
» autres composés chimiques : Monoterpénols (2 a 5%), Esters (2 a 10%).(http://

www. Pin sylvestre.com).
I-1-5) Conservation de I’huile essentielle.

L’huile essentielle de pinus sylvestris est placée dans un tube et conservées a une T°

de réfrigération (4 °C), a 'abri de la lumiere et de 'oxygene.
I-2) La matrice utilisée : (1a saucisse)

La préparation de la saucisse a été effectuée la matinée dans une boucherie a tigzirt,

les ingrédients utilisés sont :

viande de beeuf
poivron vert ;
poireau ;

I’ail ;

olive ;

ognon ;

carotte ;

YV V V V V V V VY

épices ;

Figure 9: le mélange de différents ingrédients de la saucisse (original).

31



Partie pratique Matériel et méthodes

Le tous a ét¢ mélangé et haché a 1’aide d’un hachoir jusqu'a 1’obtention d’une pate
fine(Figurel0), ensuite cette pate a ¢été mélangée avec une autre préparation constituée
d’ceufs,sel, et colorant alimentaire rouge.Puis, la matrice global est divisé en quatre parties de
600g, trois parties ont ét¢ mélangées avec un volume approprié¢ de I’huile essentielle de pinus

sylvestris:20ul, 40ul, 60 ul(Figure 11), Un échantillon témoin n’a subi aucun traitement.

Figurell : I’incorporation de I’huile essentielle de pinus sylvestris dans la saucisse (original).
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Ensuite vient le remplissage(Figurel2), durant cette étape le mélange de viande et
d’ingrédients a été poussé par 'intermédiaire d’un poussoir dans des boyaux naturels de

mouton trempés déja la veille dans de 1’eau de dessalage.

Figure 12 : le remplissage des boyaux (original).

La saucisse obtenue a étérecouverted’un papier aluminium et transportés dans une

glaciere. Ensuite a été conservéea 4°C.
I-3-Matériel utilisé pour I’analyse physico-chimique
- Appareillage
» bain marrie ;
» Dbalance analytique ;
» Dbalance de précision ;
» spectrophotomeétre visible a 532 nm ;
» homogénéisateur magnétique ;

» pH metre ;
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- Solutions et réactifs

» acide thiobarbuturique (TBA) : préparer en dissolvant 0,288g de TBA (poudre) dans
100ml de I’eau distillé. (SIGMA, Allemagne).

» acide thrichloroacétique (TCA) : préparer en dissolvant 20g de TCA (solide) dans
100ml de I’eau distillé. (SCHARLAV, Espagne).

I-4-Matériel utilisé pour ’analyse microbiologique :
- Appareillage
> bain marrie ;
» Dbalance analytique ;
» Dbalance de précision ;
> Etuve ;
-Solutions
» plate Count Agar (PCA) ( MERCK, Allemagne);
> eau distillée;

» eau de javel;
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I-5-Analyses physicochimiques
I-5-1- Mesuredupotentiel d’hydrogéne (pH)

Le pH de la saucisse a ét¢ mesuré a 1’aide d’un pH metre, préalablement étalonné.
Apréshomogénéisation de 3g de viande broyéet 27ml d’eau distillé (DJENANE et al 2011) la

mesure est faite en triple sur le broya ainsi obtenu.
I-5-2) Evaluation de ’activité antioxydante (Méthode de sr-TBA)
e Principe

Les produits secondaires de 1’oxydation des lipides les plus couramment dosés sont les
aldéhydes. L’acide thiobarbiturique (TBA) réagit avec le malonaldéhyde (MDA) pour former
un complexe de couleur rose possédant un maximum d’absorption a une longueur d’onde de
532 nm. Il réagit également avec d’autres aldéhydes résultant de 1’oxydation des AGPI a
longue chaine. La concentration en substances réactives au (sr-TBA) exprimée en équivalent
MDA, est évaluée par la lecture de ’absorbance au spectrophotométre visible dessr-TBA
extraites des échantillons par I’acide trichloracétique (TCA).

Les résultats sont exprimés en valeur de TBA calculées a partir des valeurs de
I’absorbance relative de chaque échantillon contre celle de I’échantillonde contréle. L’eau
distillée est utilisée comme un blanc dans le spectrophotometre, et les valeurs supérieures de
TBA indiquent une plus grande accumulation de sr-TBA a la suite de ’augmentation de
I’oxydation des lipides dans le produit analysé.

e Mode opératoire

Les différentes ¢tapes de la méthode sr-TBA sontindiquées sur le schéma de la
(figure13),10g de la saucisse est mélangé avec 20 ml de la solution TCA a 20%. On
homogénéise le tout a I’aide d’un homogénéisateur. Les échantillons homogénéisés sont
centrifugés dans une centrifugeuse a 4000 rpm/30 min. 2ml surnagent sont récupérés de
chaque échantillon, puis les mélangés avec 2ml de solution de TBA (préparée a I’instant). Les
mélanges sont traités dans un bain marie & 90°C /20min, puis refroidis. Trois mesures
d’absorbances a une longueur d’onde de 532nm sont effectuées pour chaque échantillon

contre un blanc d’H,O distillée.

Toutes les valeurs TBArs sont exprimées en tant qu’équivalent mg MDA/Kg de

viande selon la formule suivante :

A—0,049)

L’équivalent de MDA= 2.96 . ( o
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Protocole Expérimentale :

Dix g de viande broyée+20 ml TCA (10%)

l

Centrifugation (4000r.p.m pendant 30 mn a 5°C)

|

Filtration et récupération du surnageant

|

Deux ml de surnageant +2ml de TBA

Homogénéisation

|

Incubation (97°C pendant 20mn)

|

Refroidissement a I’eau de robinet

Mesure de I’absorbance a 532nm

Figurel3:Les différentes étapes de latechnique de TBA-RS selon (DJENANE et ses
collaborateurs 2012).
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I-5-3) courbes d’étalonnage de MDA

La courbe d’étalonnage représentée dans la figure n° 14 est une courbe obtenue par

DJENANE et al).

Tableau 3 : Détermination des différentes concentrations du TMP.

Tube Concentration du TMP en uM Absorbance a 531 nm
1 0,000001 0,15
2 0,000003 0,6
3 0,000005 0,8
4 0,000007 1,2
5 0,00001 1,5
1,8 1
1,6 - y = 150093x + 0.049
R?=0.9868 .
1,4 1
E
- 12
o
o 17
e moles TMP/L = (A-0.0499)/(150093)
8 08 A
§ 0.6 - mg MDA/kg=2.96"(A-0.049)/1.5)
<
0,4
0,2
o L) ) L) ) ) 1
0 0,000002 0,000004 0,000006 0,000008 0,00001 0,000012
moles TMP/L

Figure 14 : La courbe d’étalonnage de MDA.
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I-6- Analyse microbiologique :

A T’aide d’une balance de précision, peser un échantillon de 10g du produit broyé,
prélevé aseptiquement apres avoir déchiré le boyau, puis le porter dans un flacon contenant
90ml de TSE. Cette solution est congue pour la recherche des bactéries psychrotrophe et

mésophile.

La solution (10") préparée est dite solution mére. On laisse cette derniére a

température ambiante pendant 30 minutes pour permettre la revivification des germes.

Des dilutions décimales sont obtenues a partir de la solution mére et des tubes

contenant 9 ml de TSE de la mani¢re suivante(Figurel5) :

Transférer 1ml de la solution mere dans le tube n°l pour obtenir la dilution 10
2 ;prélever 1ml de la dilution 10'2qu’0n introduit dans le tube n°2 pour obtenir la dilution 107;
et de la méme fagon on obtient les autres dilutions ; deux boites pétries sont préparées pour
chaque dilution en coulant 1ml dans chaque boite. Puis on rajoute de la gélose nutritive (GN)
liquéfiée ;apres solidification du contenu, les boitessontincubées couvercle en bas a 7°C

pendant 10jour pour la flore aérobie psychrotrophe totale.

Pour la FMAT on suit le méme protocole mais on ajoute une deuxiéme couche de
PCA aprés la solidification da la premiére couche,et on incube les boites a 30° pendant
72h.Les colonies ayant poussés en profondeur sont dénombrées. On obtient le nombre exact

de germes par gramme de viande en appliquant la formule suivante :
y ¢ =somme des colonies sur les boites
V=volume de I’inoculum appliqué a chaque boite

n;=nombre de boite dans la premiére dilution

z ¢ n, = nombre de boite dans la deuxiéme dilution

N= V(n;+01ny)d

d= dilution a partir de laquelle les premiers

dénombrements son obtenus.

Les différentes étapes de 1’analyse microbiologique sont schématiser dans la (figure 15).
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Protocole expérimental :

1 ml

1ml 1 ml

|
—

10g de la
saucisse
+90 ml
de TSE

-1

|

10 102
1m/\ml 1m/\1m . /\ml 1ml

107

Préparation des
dilutions

!
%
\

e —  — ) —  S— S—  S— —

Incubation a 30°C pendant 72h

Ensemencements

La lecture

FigurelS : Schéma illustre les différentes étapes de 1’analyse microbiologique (original).
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I-7-Analyse sensorielle :

L’analyse sensorielle est une science multidisciplinaire qui fait appel a des
dégustateurs et a leur sens de la vue, du gout, du toucher et de I’ouie pour mesurer les
caractéristiques sensorielles et I’acceptabilité des produitsalimentaires ainsi que de nombreux

autres produits.

Notre étude se porte sur trois attributs sensoriels de la saucisse : L’odeur, La couleur,
et Le gout. IlIs ontété déterminé lors d’une séance d’évaluation qui a durait environ lh de
temps pour quatre échantillons différents et chaque échantillon est analysé indépendamment

de 1’autre.

Pour cette analyse un panel de cinq testeurs a été¢ formé. Il est composé¢ de quatre
filles et un garcon, tous étudiantsa 1’Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzouagés de 20 a
25 ans. L’analyse sensorielle a été conduite dans des conditions de laboratoire, a température

ambiante et a lalumiére du jour.

Selon la méthode décrite par DJENANE et al, (2001) en suivant une échelle de neuf
critére pour le gout: 1= extrémement mauvais; 2= trés mauvais; 3= mauvais; 4= moyennement

mauvais; 5= ni bon ni mauvais; 6= moyennement bon; 7= bon;8=trés bon ; 9 = extrémement bon.

Et nous avons choisie 3 critéres pour l’odeur: 1= trés bonne; 2=bonne ; 3=

mauvaise,et 3 critéres pour la couleur : 1=rouge ; 2= marron, 3= vert.
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II-Résultats et discussion

Dans le but d’étudier I’effet de I’huile essentielle de pinus sylvestre sur la conservation de
la saucisse, nous avons comparé 3 échantillons incorporées avec trois différentes concentrations
de L’HE (20ul, 40ul, 60ul) avec un échantillon témoin. L’effet de cette huile a été observé par le

suivi de ces parametres suivants :

» le potentiel d’hydrogene ;
» le taux d’oxydation lipidique ;
» I’effet microbiologique ;

» la qualité organoleptique ;
I1-1- Analyses physicochimiques

Dans cette étude, nous avons analysé des valeurs du potentiel d’hydrogéne (pH), et le
taux d’oxydation lipidique au niveau de la saucisse. Sachant que le pH est classé parmi les
indicateursde qualité et de sécurité des aliments les plus importants, le potentiel d’hydrogene des
aliments crus tel que la viande est mesuré pour garantir que les normes de qualité on bien été

respecté.

Le taux d’oxydation nous renseigne aussi sur 1’altération et les dégradations qui causent

les détériorations des aliments.
I1-1-1) Détermination du potentiel d’hydrogéne (pH)

Le pH du muscle in vivo est proche de la neutralit¢ pH=7. Aprés [’abattage
I’accumulation de ’acide lactique, produit par la dégradation de glycogéne musculaire, entraine
I’abaissement du pH intramusculaire. L’épuisement des réserves de glycogeéne induit la stabilité
du pH ultime qui se situe généralement autour de 5,6. La valeur finale influence d’une maniére

trés importante 1’aptitude a la conservation et a la transformation des viandes (BILGGLI, 2002).

Les résultats de 1’évolution du pH pendant les 7 jours de conservations de la saucisse sont

rapportés dans la (figure 16).
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PH

9

8

7 B Témoin
6 i B C1=20ul
5 - B C2=40ul
41 B C3=60ul
3 .

2 .

1

0 A Jour

10 13 15 17

Figure 16: Evolution du potentiel d’hydrogéne pendant la période de conservation.

D’apres la figure, nous constatons que le pH de la saucisse non traitée avec 1’huile
essentielle varie entre 5,70 et 7,46 pendant la période de conservation.Pour les échantillons
traités avec 1’huile essentielle a des concentrations de 20ul, 40ul, et60ul, nous observons que le
pH varie entre 6 et 7 durant toute la période de conservation. L’addition de 1’huile essentielle de

pinus sylvestris n’affecte pas les variations du pH.

Nos résultats sont en accord avec ceux (MOOR et GILL, 1987), qui ont rapporté qu’il
n’ya pas de changement ou a la rigueur une 1égére augmentation du pH durant le stockage de la
viande. Cela peut étre expliqué par le pouvoir tampon de la viande qui ne permet pas de grandes

fluctuations du pH (DJENANE et al, 2003).
I1-1-2) Evaluation de taux d’oxydation lipidique

Les résultats de 1’évolution du taux d’oxydation sont rapportés dans la (figure 17).
L’estimation de taux d’oxydation lipidique de la viande a été exprimé en équivalent de MDA

(mg de MDA /Kg de viande).
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Qantité de mg de
MDA/kg de la
saucisse
3
2,5
2 M temoin
W C1=20ul
1,5 ™ C2=40ul
H C3=60ul
1 _
0,5 -
0 - Jour
Jo

Figure 16: Evolution de taux d’oxydation pendant la durée de conservation

La figure (16) révele que le taux d’oxydation des échantillons non traités avec 1’huile
essentielle de pinus sylvestris (t¢émoin) augmente de fagon proportionnelle avec 1’augmentation
de la durée de la conservation, pour atteindre les valeurs del,349, 2,49, 2,63, 2,70mg de

MDA/kg respectivement le : 1 j, 3§ 57 j et 7°7°].

Dongc, a partir du 3°™ jour de conservation, Le témoin atteint des valeurs au dessus de la

limite fixée par la norme et qui est égale a 2mg de MDA/kg.

Pour I’échantillon trait¢ avec la concentration de 20ul, nous constatons que leur taux
d’oxydation diminue légerement (presque constante) pour atteindre les valeurs de: 1,205, 1,126

1,093mg de MDA/kg respectivement le : 1 j, 3, 5™, et 7°™].

Les échantillons traités avec 40ul de I’huile essentielle de pinus sylvestris laisse
apparaitre une brusque diminution du taux d’oxydation pour atteindre les valeurs suivantes :

1,584, 0,931, 0,748mg de MDA/kg respectivement le : 3™ j, 5™ j, et 7°™ j.

43



Résultats et discussion

Quant aux échantillons traités avec 0.01%, nous observons une diminution remarquable
du taux d’oxydation pendant la durée de conservation pour atteindre les valeurs suivantes :

1,570, 0,719, 0,461 mg de MDA /kg respectivement avec le : 3™ j, 5™, et 7°™ j.

Nous concluons que I’huile essentielle de pinus sylvestris a un effet antioxydant, en

particulier a une concentration de 60ul ou son effet antioxydant est trés remarquable.

Nos résultats sont conforme a ceux de DJENANE et al (2011c).Les HEs possédent des
propriétés antioxydantes et antiradicalaires qui améliorent la durée de vie des aliments. Ainsi
I’incorporation des HEs directement dans les aliments, sous forme de vapeurs ou dans un

emballage actif contribuent a préserver 1’aliment des phénomeénes d’oxydation.

L’effet antiradicalaire des huiles essentielles pourrait étre di a la présence d’une grande
proportion des composés phénoliques (VELIOGLU et al, 1998). Il est rapport¢ que les
composés phénoliques peuvent donner un atome d’hydrogéne aux radicaux libres arrétant de ce
fait la réaction en chaine de propagation pendant le processus d’oxydation des lipides

(SANCHEZ- MARENO et al., 1998).
I1-2-Analyses microbiologiques

L’analyse microbiologique est une étape trés importante de la chaine analytique, elle
nous permet de mesurer la FMAT et la FPAT. Ces derni¢res sont des indicateurs d’hygiéne
importante, en effet ils permettent d’évaluer le nombre d’UFC présente dans un produit ou dans

une surface.

I1-2-1-Résultats de dénombrement de la flore mésophile aérobie totale a 30°C

Les résultats du dénombrement de la FMAT sont représentés dans la figure (16).

Nombre de la
FMAT log 7
UFC/g 6
5 - mT
4 - mCl
3 - C2
2 - mC3
1 .
0 .
Jours

Figurel7 : Le développement de la FMAT pendant la durée de la conservation.
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D’apres la figure, nous avons enregistré¢ une valeur initiale de 5,24logUFC/g dans
I’échantillon témoin le premier jour de la conservation, cette valeur est légerement inferieure au

3 eme

seuil fixé par la norme qui est de ’ordre de 5,6910gUFC/g.Au jour de la conservation, le
taux de croissance microbien augmente dans 1’échantillon témoin pour atteindre la valeur de

6,20logUFC/g.

Pour ce qui est des échantillons avec I’HE, nous constatons une diminution du taux de la
FMAT comparé a I’échantillon témoin. Les résultats affichent des valeurs de 5,67logUFC/g,
5,68logUFC/g, 5,64lo0gUFC/g avec l’incorporation respective de 20ul, 40ul, 60ul de I’huile

essentielle de pinus sylvestris.

Pour le 5*™jour de la conservation le taux de croissance microbien dans les échantillons
additionné avec les concentrations suivantes 20ul, 40ul, 60ul atteint les wvaleurs de:
6,191ogUFC/g, 6,18logUFC/g, 6,2910gUFC/g, ce sont toute des valeurs supérieures a la limite

fixé par la norme.

eme

Pour le dernier jour (77 jour) les boites pétries pour la FMAT sont indénombrables, le

produit est altéré.
I1-2-2-Résultats de dénombrement de la flore psychrotrophe aérobie totale

Pendant le 1% jour de conservation, la saucisse présente une valeur initiale de

5,18logUFC/g dans I’échantillon t¢émoin. Au dela les boites pétries sont indénombrables.

Le 3™jour de conservation nous avons enregistré des valeurs de la FPAT qui atteignent
de 5,68logUFC/g, 5,66logUFC/g, 5,621o0gUFC/g avec des concentrations respectives de 20ul,
40ul, 60ul de L’ HE.

Au bout du 5™ jour de la conservation le taux de la FPAT augmente brusquement, les
boites de Pétri sont indénombrable ce qui nous permet de conclure que le produit est impropre a

la consommation.

A partir des résultats de notre étude, nous concluons que I’huile essentielle de pinus

éme

sylvestris a un effet antimicrobienne remarquable (Figures 17), mais a partir du 5™ jour cette

I’huile a perdu sont effet antimicrobienne.
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Figurel8 : La lecture et le dénombrement Figurel9 : La lecture et le dénombrement de
de la FMAT de I’échantillon non traité la FMAT de I’échantillon traité avec I’HE
avec I’HE (témoin) (original). (original).

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles peut étre liée a la composition chimique
des huiles, leurs configurations structurales, leurs groupements fonctionnels et les différentes
interactions synergiques entre eux (DORMAN et DEANS, 2000). Plusieurs études ont montré
que les composés a structure phénolique, comme le thymol, carvacrol et eugénol sont fortement
actifs contre les bactéries (OUSSALAH et al, 2006). Le potentiel antimicrobien de diverses
huiles essentielles est en relation avec leurs compositions phénoliques (SIVROPOULOU et al.,

1996).

Outre les composés phénoliques, les hydrocarbures monoterpiniques comme (p-cimeéne,
a-pinene ou limonene), les alcools, les aldéhydes et les cétones peuvent manifester une action

similaire OUSSALAH et al., 2006).

La perte progressive de 1’efficacité de 1’huile essentielle de pinus sylvestris peut étre due
aux mauvaises conditions de travail : les défauts de stérilisation, la température de la salle
d’analyse, manque des moyennes et de matériels dans lelaboratoire d’analyse. Elle peut étre due
également a une contamination initiale issue de 1’abattoir (outillage mal nettoy¢), ainsi qu’a la

rupture de la chaine de froid lors du transport, ou le taux élevée de la graisse dans la saucisse.
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Nous attribuons ces résultats a ceux de CAILLET et LACROIX(2007), certains facteurs
comme la T°, les conditions de stockage, le pH ou la composition de I'aliment, peuvent avoir une
influence sur 'action des HEs. Il est établi que I'efficacité de I'huile augmente avec la diminution
du pH de l'aliment, de la température de stockage ou encore de la quantité d'oxygeéne dans
I'emballage. Il est également prouvé qu'une méme huile sera plus efficace dans un aliment
pauvre en gras et/ou en protéines et ce n'est pas le cas pour la viande. Les fortes teneurs en eau et

en sels d'un aliment vont aussi favoriser 'action de I'HE.

TASSOU et ses collaborateurs ont supposé¢ que généralement les niveaux élevés de la
graisse et/ou des protéines dans les produits alimentaires protégent les bactéries contre I’action
des HEs. Par exemple, si I’HE se dissout dans la phase lipidique de I’aliment, il y aurait

relativement moins d’HE disponible pour agir sur des bactéries présentes dans la phase aqueuse.

CUTTER (2000) a supposé que 1’activité antimicrobienne liée aux extraits d’herbes peut

étre diminuée par la présence de composants adipeux dans la viande hachée.
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Résultats et discussion

I1-3-Analyse sensorielle
I1-3-1) Le goiit

Tableau n°4 : Résultats de I’évaluation du gout de la saucisse cuite.

Critéres
Jour de - = = -
Volume de ’huile | § _ | " S 2 |z < | 3
conservation g2 | & = E=2| S | € s | E
S > > > 2z 82 g 5| = S =
g = = = = = < = » g o
D & = & S = = g S= |/ | @@=
&S E| E = = E —- | = = | &
" < Z S 5]
= = = =
Jo Témoin 5
Témoin 5
20ul 1
3*jour
40ul 2 3
60ul 4 1

Pour ce qui concerne le t¢émoin 100% des dégustateurs ont apprécié¢ le bon goit de la

saucisse au premier jour de conservation et moyennement bon au troisiéme jour.

Le 3™ jour de la conservation 80% des dégustateurs ont jugé le goit de la saucisse
traitée avec 20ul comme étant extrémement bon, 60% d’entre eux ont apprécié un goft
moyennement bon pour les échantillons traité avec 40ul, et un gout extrémement mauvais a été

choisi par 80 % des dégustateurs pour les échantillons trait¢ avec 60ul de ’HE de pin sylvestre.
11-3-2) L’odeur

Le tableau révele les différents avis des dégustateurs sur 1’odeur de la saucisse non traitée
avec I’HE.
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Résultats et discussion

Tableau n° 5:Résultats de 1’évaluation de 1’odeur de la saucisse non traitée avec ’HE.

itére
Mauvais Bonne Trés bonne
Jour
J1 5
J3 3 2
J5 5
J7 5

D’aprés le tableau 100% des dégustateurs ont jugé que 1’odeur de 1’échantillon témoin au
premier jour été trés bonne, au 3™ jour de la conservation 60% d’entre eux disent que I’odeur de

la saucisse est bonne, a partir de 5™ jour la saucisse est caractérisé par une mauvaise odeur.

Tableau n°6: révele les différents avis des dégustateurs sur ’odeur de la saucisse traité¢ avec

I’huile essentielle de pinus sylvestris.

Critere
Mauvais Bonne Treés bonne
Concentration
20ul 1 4
40ul 1 4
60ul 5

I1-3-3) La couleur

La saucisse traitée avec différentes concentrations de 1’huile essentielle garde relativement sa

couleur rouge, pour devenir au bout du 7°™ jour de couleur marron. Alors que 1’échantillon

témoin a perdue sa couleur a partir de 3™ jour de conservation.
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Résultats et discussion

Nous concluons d’aprés nous résultats que 1’échantillon témoin perd ses qualités
organoleptiques & partir de 3*™jour de la conservation, c’est résultats et du peut étre aux
développements microbiens et/ou a 1’oxydation lipidique.par contre les échantillons traités avec

I’huile essentielle n’ont pas perdu leurs qualités organoleptique jusqu’au dernier jour de la

conservation.
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Conclusion

Conclusion :

Pour trouver des techniques alternatives pour la conservation des aliments contre
I’oxydation et la contamination par les microorganismes, un grand nombre de plantes
aromatiques ont été testées pour leurs propriétés antioxydante et antimicrobienne par plusieurs
travaux de recherche qui se sont focalisés sur les huiles essentielles extraites de ces plantes.

Par conséquent, I'évaluation de telles propriétés demeure une tache intéressante et
utile, en particulier pour trouver de nouvelles sources d’agents antioxydant et antimicrobiens
naturels. Dans ce contexte, nous avons essay¢ d’évaluer in vitro I’effet de 1’huile essentielle
de pin sylvestre sur la conservation de la saucisse. Pour cela notre étude s’est portée sur
I’analyse du potentiel d’hydrogeéne et de 1’activité sensorielle de la saucisse d’une part et
I’activité antioxydante et antibactérienne de ’HE d’autre part.

Les résultats de notre étude ont montré que 1’application de I’huile essentielle de pin

sylvestre révele :

v" Une légére augmentation du pH durant la période de la conservation de la saucisse ;

v" Un effet antioxydant important de I’HE ;

v" Un effet antimicrobien restreint de I’HE ;

v' une bonne qualité organoleptique pendant les cinq (05) premiers jours de
conservation. Au dela de ce délai, la qualité s’est détériorée.

D’apres ses résultats, nous pouvons conclure que I’HE de pin sylvestre semble étre
approprié comme agent naturel dans la préservation des produits alimentaires.

Les perspectives de notre travail sont encore nombreuses sur ce sujet :

» 1l serait intéressant de poursuivre par une étude plus poussée de [Dactivité
antimicrobienne et antioxydante non seulement de I'HE utilisée seule ou ses
composantes majoritaires, mais également ’activit¢ d’une combinaison de plusieurs
huiles nous permettant ainsi une éventuelle synergie donc des résultats beaucoup plus
enrichis.

» 1l serait intéressant de mener une étude plus approfondie sur I’HE du pin de sylvestre
afin d’isoler, de purifier et d’identifier les composés ayant une activité antioxydante et
antibactérienne.

Enfin il apparait important d’apporter des éléments complémentaires permettant
d’affiner I’interprétation des résultats obtenus et d’ouvrir de nouvelles pistes de recherche

dans ce domaine.
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Annexe 1

I) Composition de Gélose Nutritive :

Extrait de viande de beeuf (1g).
Extrait de levure (2g).

Peptone (5g).

Chlorure de sodium (5g).

Agar (15g).

PH=724a74

II) Composition de I’eau physiologique stérile:

Chlorure de sodium (Nacl) ................... 9g.
Eau distillée...................ooi. 1000ml.
PH=7.

Stérilisation a 121°C /15mn.



Résumé :

Plusieurs travaux de recherche ont été concentrés sur les huiles essentielles extraites
des plantes aromatiques. Les différents résultats publiés indiquent qu’elles sont douées de
plusieurs propriétés biologiques. Dans ce contexte, nous avons essayé¢ d’évaluer in vitro les
activités antioxydante, antibactérienne de 1’huile essentielle extraite de pin sylvestre.

L’¢évaluation de l'activité antioxydante de 1’huile essentielle de pin de sylvestre a été
évaluée par la méthode de sr-TBA. La concentration la plus efficace est 0,01%, a marquée
une valeur de 0.461 a la fin de la période de la conservation, pour ce qui concerne I’évaluation
in vitro de I’activité antibactérienne de I’huile essentielle de pin sylvestre sur la flore aérobie
mésophile total a 30°C et la flore psychrotrophe a7°C , les différentes concentration utilisés
ont marqué une faible activités antimicrobienne et un faible effet sur le potentiel d’hydrogene
de la saucisse. Pour ce qui est de la qualité sensorielle nous avons constaté une bonne qualité
organoleptique pendant les cinq (05) premiers jours de conservation. Au dela de ce délai, la
qualité s’est détériorée.

A D’essor de cette étude, nous pouvons conclure que ’huile essentielle de pin sylvestre
pourrait étre considérée comme un agent conservateur trés prometteur pour 1’industrie
alimentaire capable d’empécher ’oxydation des aliments et de réduire les croissances

microbiennes responsables d’altération des aliments.

Mots clés : Huile essentielle, pin sylvestre, activité antioxydante, activité antibactérienne.
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