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Introduction genérale




Introduction

Ces dernieres années, les consommateurs se réféerent a des aliments naturels, ils préférent
une substitution partielle ou complete des conservateurs synthétiques en raison de leurs effets
néfastes sur la santé. Ce fait a suscité un intérét croissant pour le développement d'alternatives
naturelles afin d'améliorer la durée de conservation et la sécurité des aliments (Bukar et al.,
2010).

Les méthodes de protection naturelle ont commencé a étre populaires dans l'attribution des
aliments et de nouvelles méthodes de conservation axées sur l'utilisation de plantes respectueuses
de I'environnement qui ont des effets antioxydants et antimicrobiens. Les plantes aromatiques et
médicinales constituent une grande source d’antioxydants naturels pour 1’industrie

agroalimentaire, pharmaceutique et cosmétique.

L’oxydation des lipides dans les produits alimentaires est 1’un des problémes majeurs en
industrie agroalimentaire, a cause de la formation des produits d’oxydation, qui sont responsables
des odeurs indésirables et de la diminution des qualités organoleptique, nutritionnelle, et

microbiologique des aliments (Paradiso et al., 2006).

L’utilisation des huiles essentielles dans ce sens a fait 1’objet de plusieurs travaux de
recherche qui démontre leur efficacité au niveau des aliments aussi bien pour la prolongation de
leur durée de vie que pour I’aromatisation, ainsi leur activité antimicrobienne a été largement
démontré. Dans ce fait, ’objectif étant de mettre sur le marché de nouveaux produits tout en

diversifiant I’offre déja existante (Lahlou, 2004).

Dans ce contexte s’inscrit le présent travail de recherche dont le but principal est I’extraction
des huiles essentielle des parties aérienne de Rosmarinus officinalis et de Thymus ciliatus, étudie
leur activité biologique, Que I’activité antioxydant et 1’activité antimicrobienne, ces huiles
essentielles possédent un moyen trés prometteur pour pallier les risques d’altérations causés par
I’oxydation des lipides et par les microorganismes. Ainsi que 1’amélioration de la qualité et la
diversification du beurre raffiné fabriqué a base de lait de vache. Afin de mettre en évidence le

role conservateur et aromatisant de ces deux huiles essentielles sur le beurre raffiné.

Nous avons structuré notre demarche en 2 partie et 5 chapitres interdépendants :



v Les 4 premiers strictement théoriques rassemblent d’une part des présentation de la plante

étudiée, les métabolisme secondaire et les activité biologique généralités sur le beurre

v Le quatrieme chapitre est consacré aux méthodes et aux techniques employées pour la
réalisation de ce travail : extraction des huiles essentielle, analyses physico-chimiques et

microbiologique de beurre incorporé.

v" Enfin une conclusion achévent notre étude..



Partie 01 :
Etude bibliographique




Chapitre | :
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chapitre | Présentation de la plante étudiée

I. la famille des Lamiaceae
généralité sur la famille Lamiaceae

lamiacées constituent une importante famille d'angiospermes dicotylédones qui
comprenant 233 a 263 genres (Heywood et al., 2007) et de 6900 a 7200 espéces (Heywood

et al., 2007; Grayer et al., 2003) qui se repartissement sur tout le globale.

La distribution de cette famille est presque mondiale (Jamzad Z, Ingrouille and
Simmonds MSJ., 2003). C'est une famille trés importante en Algeérie, Représente par 28
genres et 146 especes (Guignard et al., 2001) , c'est une famille tres homogéne et Lamiaceae

sont facilement identifiables.

Dans cette famille, ils appartiennent a la méme espéce vernaculaire du méme genre. Par
exemple la menthe, la lavande, le romarin. Beaucoup de ces especes sont des plantes
médicinales. D'un point de vue chimique, cette famille a fait lI'objet d'études intensives,

notamment Ocimum (Fernandez et al., 2012).

Figure 1:Les caractéristiques morphologiques d'une Lamiaceae ( Skafia-Crete., 2018)
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Les Genre du la famille Lamiaceae
Cette famille tres homogene comprend environ 7000 especes ( Leplat. M., 2017) elle trés
diversité avec 224 genres ( Kabouche, A., 2005).

Les Lamiacées sont divisées en deux sous-familles principales : les Stachyoideae et les
Ocimoideae , et de nombreux genres de cette famille sont riches en trapénoides, flavonoides et
iridiodes , glycolyses , ainsi qu'en composés phénoliques (Lee, A., 2005). Les Lamiacées se

divisent en plusieurs genres dont les plus cités dans la littérature sont:

Le genre Lavandula avec les lavandes , le genre Mentha avec les menthes , le genre Rosmarinus

avec le romarin , le genre Salivia avec la sauge et le genre Thymus avec le thym (Chu C., 2001).

Au cours de notre étude, nous sommes intéressés par les deux genres Thymus & Rosmarinus.

Répartition géographique de la famille Lamiaceae
La famille de Lamiaceae se trouve dans les régions tropicales et tempérées du monde. La plus
grande variété se trouve dans cet arrangement : Bassin méditerranéen, Asie centrale, contient

américain, iles du pacifique, Afrique équatorial et chine (Kabouche., 2005).

Zons de présance de la
- fanulle das Lamuacén

Figure 2: Carte de repartition géographique de la famille des Lamiaceae dans le monde
entier (Ajoudj, 2018).
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. Rosmarinus officinalis L.

Geénéralité sur la Rosmarinus

Le nom latin de Romarin est Rosmarinus officinalis L.(Leplat., 2017) Du latin rose =
apparenté a rhus et signifiant arbrisseau ou buisson (Beloued., 2009). Le romain Rosmarinus
officinalis L. est un arbrisseau de la famille des lamiacée, répondus sur toutes les rives de la
méditerranée (Gildemeister et Hoffmann., 1912), elle est sans doute, et se présente en une
seule espece avec de trés nombreux chémotypes (Fadil et al., 2015). C'est I'espéce la plus
utilisée dans le méditerrané surtout en Algérie. Elle posséde plus de 3300 espéce et environ
200 genres (Alma-Ata., 1978).

Le romarin aime les terrains calcaires et s'accommode trés bien des cintrées arides et
rocailleuses. On le reconnait aisément, toute I'année. Ce sont les feuilles, les sommités fleuries,
qu'un aura pris le soin de sécher, ou I'huile essentielle qui sont utilisées en phytothérapie
(Mouas et al., 2017). 11 est considéré comme une herbe sacré depuis des millénaires et il était
associé aux rituels funéraires par les embaumeurs dans l'ancienne Egypte puis par les
Athéniens et les Romains pour les funérailles et autres rites religieux (Aggarwal bet al.,
2009).

Le romarin aime les terrains calcaires et s'accommode trés bien des cintrées arides et
rocailleuses. On le reconnait aisément, toute I'année. Ce sont les feuilles, les sommités fleuries,
gu'un aura pris le soin de sécher, ou I'huile essentielle qui sont utilisées en phytothérapie
(Mouas et al., 2017). 11 est considéré comme une herbe sacré depuis des millénaires et il était
associé aux rituels funéraires par les embaumeurs dans l'ancienne Egypte puis par les
Athéniens et les Romains pour les funérailles et autres rites religieux (Aggarwal bet al.,
2009).
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Figure 3: Rosmarinus officinalis L. (variété cultivée)

Description botanique
En raison de I'extréme variabilité de I'espéce, une taxonomie complétée des plantes du genre
romarin n'a été achevée qu'au début du XXe siécle. Le romarin appartient a la deuxieme famille
de la des six Lamiacées ou labiées. Cette famille est I'un des plus importantes de la flore

Algérienne, avec plus de 200 genres et 3500 especes (Boelens., 1985).

Arbuste ou sous-arbrisseau tres odorant. Feuilles linéaires a marges révolutées, sessiles,
mesurant 2mm de largeur, verdatres en dessus et tomenteuses en dessous. Fleurs bleuatres,
disposées en grappes courtes, axillaires, brievement pédicellées. Bractées petites, caduques,
calice a lévre supérieure ovale et dont les lobes de la levre inférieur sont lancéolées. Corolle bleu
rarement blanche avec lévre supérieure divisée en 2 segments et a lévre inférieure a 3 lobes dont

un médian plus large ( Beloued., 2009 )
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Figure 4:Aspects morphologiques du Rosmarinus officinalis L. (Sanon., 1992)

Positon systématique des plantes R. officinalis (Quézel et Santa., 1963)

e Régne Plantae

e Embranchement Spermaphyte

e Sous-embranchement Angiospermes

o Classe Dicotylédone

e Sous-classe Asteridae

e Ordre lamiales

o Famille Lamiaceae

e Genre Rosmarinus

e Espéce Rosmarinus officinalis L .
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Nomenclateur

Nom vernaculaire arabe (Beloued., 2009)

e Kiil
e Hatssa louban

e Hassalban

Répartition geographique de la Rosmarinus officinalis L .
s Dans I'Algérie

En Algérie, cette plante est bien apparente région. On Oriane elle est souvent cultivée
comme plante ornementale, qui pousse dans la steppe de Sidi Djilali dans la région de Sidi
Makhfi, ainsi on peut donc la voir sur la cote de Béni saf dans la région de Sidi Safi. On trouve a
Tlemcen: Lala Seti 1025 métre, le grand bassin 750 meres, et chetouan ( Mostefai A., 2012).

Figure 5:Distribution géographiques de Rosmarinus officinalis L. (Mostafai, 2015)

Autres utilisations

1. En alimentaires: en cuisine dans toute la région méditerranéenne et méme plus au nord.
Les feuilles et les sommites fleuries servent a réveler de nombreux plats, des salades,
desserts (Couplan, 2009).

11
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2. Comme antioxydants: Gréce a ses propriétés antioxydants, le romarin est utilisé dans

I'industrie de fabrication des produits a base de viande (Lt—Colonel et al., 2011).

Thymus ciliatus
Généralité sur le Thym
Le Thymus est un genre de plantes (couramment appelées thym) de la famille des
Lamiaceae, ce genre comporte plus de 300 espéces, ce sont des plantes rampantes ou coussinet
portant de petites fleurs rose péle ou blanches. Ces plantes sont riches en huiles essentiels, le

thym aime les régions séches et ensoleillés d’Europe.

Le nom ( thym) provient du mot Grec Thymus que veut dire odeur, et a ce titre le thym est
tres largement utilisée en qualité et quantité de plante aromatique, en particulier dans la cuisine

méditerranéenne en tant que condiment (Richard, 1985).

Le thym est une des plantes aromatiques les plus employées en thérapeutique depuis les
temps les plus anciens. Il a toujours accompagneé la vie quotidienne des humains, tant pour ses

usage médicaux et cosmétiques que caulinaires. (Boukhatem et al., 2014)

Les égyptiens s’en servaient pour embaumer leur mort (processus de momification), les

Grecs pour parfumer les temples et 1’eau, les romains pour purifier leur appartement.
% le thym en Algérie

L’Algérie connue par sa richesse en plante médicinales en regard de sa superficie et sa
diversité bioclimatique, le thymus de la famille Lamiaceae ou labiées, comprend plusieurs
especes botaniques reparties surtout le littoral et méme dans les régions internes jusqu’a zone

arides.
Thymus ciliatus

Thymus ciliatus est une plante vivaces surprenant excellent couvre-sol persistante, ce type
de thym au port rampant au feuillage, trés résistant a la sécheresse et formant un alternative au
gazon dans les lieux piétinement occasionnel. Cette véritable moquette végétale se couvre de

fleurs d’un ballet incessant.

12
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Figure 6: Thymus ciliatus

Positon systématique des plantes T. ciliatus (Quézel et Santa, 1963)

e Régne Plantae

e Embranchement Spermaphyte

e Sous-embranchement Angiospermes

o Classe Dicotylédone

e Sous-classe Asteridae

e Ordre lamiales

e Famille Lamiaceae

e Genre Thymus

e Espéce Thymus ciliatus

Nomenclature
1. Djertil
2. Zaitra
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Description botanique
e Plantes vivaces, a limbe foliaire entier.

e Inflorescence formée, au moins dans sa partie supérieure de glomérules rapprochés en

forme de capitule ou d’épi dense.
e Etamines dépassant la levre supérieure de la corolle (au moins 2 d’entre elles), a filets

divergents

propriétés thérapeutique

Cette plante aromatique trés odorante est considérée comme 1’un des remedes les plus
efficaces contre le rhume, la grippe et I’angine, elle calme les toux quinteuses, et diminue les
sécrétions nasales. Elle contribue aussi dans le traitement de 1’hypertension et les problémes

intestinaux, en usage externe pour le nettoyage et la cicatrisation des plaie.
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Il. Métabolites secondaires
e Définition

On appelle métabolites secondaires des composés synthétisés naturellement par les
végéetaux mais qui ne participent pas directement au métabolisme végetal. De nombreux
métabolites secondaires possedent des propriétés thérapeutiques et sont utilisés en médecine
humaine (Hostettmann et Marstonn, 1995).

Géneralités

La majorité des molécules synthétisées par les plantes d’intérét pharmaceutiques sont
extraites directement de la plante entiere. Ces molécules, appelées métabolites secondaires, ne
constituent pas des espéces chimiques impliquées dans la croissance, aucun réle spécifique pour
la plante ne leur a été assigné (Braz-Filho., 1999 in Eloutassi., 2004).

Le métabolisme secondaire des plantes est lié au métabolisme primaire par cing voies
métaboliques principales: la voie de 1’acide shikimique,de I’acide malonique, de 1’acide
mevalonique, des acides aminés (Taiz et Zeiger., 1998 in Eloutass.i, 2004) et du
glycéraldehyde-3-phosphate (G3P) via la voie des pentoses phosphates (Contin et al., 1998 in
Eloutassi.,2004).

Importance des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont importants pour le développement des plantes. C'est un
groupe de différentes substances telles que les alcaloides, les huiles essentielles et les
flavonoides. Dans la nature, ces substances chimiques paraissent jouer un role essentiel en
réduisant I’appétibilité des plantes qui en contiennent ou en les rendant méme repoussantes pour
les animaux (Hopkins., 2003).

En raison de leur valeur au plan économique ou médical, les chercheurs en chimie
organique ou ceux qui s’intéressent aux substances naturelles, ont étudié les métabolites
secondaires depuis des siecles. Durant ces trois derniéres décennies, il a été montré que de
nombreux metabolites secondaires jouaient un réle écologique important (Harborne., 1988;

Rosenthal et Berenbaum., 1991; Paré et Tumlinson., 1997).
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Classification des métabolismes secondaires
Il 'y a trois classes principales de métabolites secondaires chez les plantes: les

substances phénoliques, les terpenes et les alcaloides (Raven et al., 2003).

a. Les composés phénoliques :
Les composes phénoliques sont des molécules spécifiques du régne végétal et qui

appartiennent a leur métabolisme secondaire (Mompon et al., 1996 ; He et al., 2008). On les

trouve dans les plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits.

Groupe hydroxyle ’U H
Anneau
aromatique
Gro énol

Figure 7:Structure du noyau phénol (Sarni-Manchado et Cheynier., 2006 )

Classification des composes phénoliques

Les flavonoides

Les flavonoides rassemblent une tres large gamme de composés polyphénoliques
constitué de base a 15 atomes de carbones ayant une structure commune en Ce-C3-Cs
(Derbel et Ghedira., 2005).Constituent des pigments, leur fonction principale chez les plantes
est des colorations jaunes, oranges et rouges de différents organes végétaux (Derbel et Ghedire.,
2005). Et dans les processus de défense contre le rayonnement UV, les herbivores et les attaques
microbiennes (Crozier., 2003). Les flavonoides sont rencontrés dans les fruits.(notamment du
genre Citrus ou ils représentent jusqu'a 1% des fruits frais), les légumes, le thé, le café en
contiennent également des quantités importantes. Les flavonoides composés naturels, ils sont

retrouvés dans plusieurs plantes médicinales (Derbel et Ghedire, 2005).
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Figure 8:Structure de base des flavonoides (Dacosta., 2003)

Tableau 1:les différentes classes des flavonoides (Hardman., 2014) (Bruneton., 1999)

Structure LXempie Activite

Flavones

Isoflavones Daidzéine Insecticides
Génistéine Antitumoraux
bouffée de chaleur
flavonols Kaempférol anti-inflammatoires

Myricétine antibactériens
Catéchine Antioxydants
Gallocetechin  Anticancéreuses

flavanols

flavanones Naringinine anti-inflammatoires
Eriodictyol  antiviraux

Hespérétine antiallergiques
Pélargonidine  Antiseptiques

Cyanidine Couleurs brillant dans les
Delphinidine  fruits et les légumes.
Pétunidine La lutte contre le
Malvidine vieillissement cellulaire

anthocyanes
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Les coumarines

Les coumarines sont des composés phénoliques végétaux, portant un noyau benzopyrone
dans leur structure, elles sont présentes en quantités plus faibles dans plusieurs plantes comme le

mélilot, la sauge sclarée et lavande. On la trouve aussi dans le miel, le thé vert, etc.

Figure 9:Structure de coumarine (Hadj Salem., 2009)

les Tanins
> Définition
Les tannins sont des substances polyphénoliques de structure variées, ayant en commun la
propriété de tanner la peau, c’est-a-dire de la rendre imputrescible. Ces substances ont en effet la
propriété de se combiner aux protéines, ce qui explique leur pouvoir tannant.
Trés répandus dans le régne végétal, ils peuvent exister dans divers organes, mais on note une
accumulation plus particulierement dans les tissus &gés ou d’origine pathologique. lls sont

localisés dans les vacuoles quelquefois combinés aux protéines et aux alcaloides (Catier et
Roux., 2007).

b. Les huiles essentielles
» Définition

Le terme huiles essentielles (HE) dérive de « quinta essentia », un nom donné par le
médecin suisse Paracelsus aux extraits de plantes obtenues par distillation, il signifie la
fragrance et la quintessence de la plante (Khenaka., 2011). Sont des composants liquides et
hautement volatiles des plantes, marqués par une forte et caractéristique odeur, les terpénes
(principalement les monoterpénes) représentent la majeure partie (environ 90%) des ces
composants (Hamdani., 2012).
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La plupart des composants des HES sont inclus dans deux groupes : les trapénoides et les
phénylpropanoides mais ces derniers sont moins fréquents par rapport aux trapénoides. Les HES
ne contiennent pas de corps gras (lipides) (Hamdani., 2012 ; Khenaka., 2011).

Roéle physiologique

Parmi les composants majoritaires des huiles essentielles, nous trouvons les
trapénoides qui possédent un réle écologique lors des interactions végétales, comme agents
allélopathiques, c'est-a-dire inhibiteur de la germination, mais aussi lors des interactions végétal-
animal, comme agent de protection contre les prédateurs tels que les insectes. lls interviennent
également, par leurs odeurs caractéristiques, dans 1’attraction de pollinisateurs (Thompson et al.
2003 ; Ormeno et al. 2007).

Classification

On distingue deux types de classification des huiles essentielles (Bekhechi et al., 2010)

» Selon la composition chimique

e les huiles essentielles hydrocarburées qui sont les plus nombreuses.

e les huiles essentielles oxygénées qui présentent toutes les huiles essentielles solides (HE
du camphre).

e les huiles essentielles sulfurées retrouvées chez les Liliacées et les Brassiaceae.

» Selon la couleur de I’huile

e Les incolores qui sont dépourvues de résines et d’azuléne.

e Les jaunes qui renferment des résines.

e Les bleues qui contiennent de 1’azuléne.

e Les jaunes, vert et vert-brun qui contiennent de I’azuléne mais aussi d’autres colorants.
Caractérisation physico-chimiques de huiles essentielles

Propriétés physiques:

Liquides a température ambiante, les huiles essentielles sont volatiles, ce qui les différencie
des huiles fixes, tres rarement colorée, ce sont des liquides d'odeur et de saveur généralement
forte (Khlaifia k et al., 2015).
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Selon (Bardeau., 1976; Legrand., 1978; Lemberg., 1982; Bruneton., 1999), les huiles

essentielles possedent en commun un certaine nombre de propriétés physiques:

e Elle sont solubles dans I'alcool, I'éther, le chloroforme, les huile fixes, les émulsifiants et
dans la plupart des solvants organiques, et peu solubles dans I'eau a laquelle, toutefois,
elle communiquent leur odeur.

e Leur point d'ébullition varie de 160° a 240°C.

e Leur densité est en général inferieure a celle de I'eau, elle varie de 0,75 & 0,99 (les huiles
essentielles de sassafras, de girofle ou de cannelle constituent des exceptions).

e Elles ont un indice de réfraction élevé.

e Elles sont dextrogyres ou Iévogyres, rarement inactives sur la lumiere polarisée.

e Elles dissolvent les graisses, I'iode, le souffre, le phosphore et réduisent certains sels.

e Ce sont des parfums, et sont de conservation limitée.

e Sont tres altérables et sensibles a I'oxydation ( mais ne rancissent pas).

e Ce sont des substances de consistance huileuse, plus ou moins fluides, voire résinoides,
tres odorantes et volatiles.

e A température ambiante, elles sont généralement liquides, incolores ou jaunes pales, il
existe, cependant, quelque exceptions, exemple: huile essentielle a azulene de coloration
bleue.

e Ce sont des produits stimulants, employés a l'intérieur, comme a l'extérieur du corps,
quelquefois purs, généralement en dissolution dans I'alcool ou un solvant adapté .

» Composition chimiques

En effet, les HE sont un mélange de molécules variées qui appartiennent principalement a
deux grand groupes: Les trapénoides, les phénylpropanoides qui se différencient entre eux par
I'origine biogénétique. D'autre substrat, corps en faible proportion, entrent dans la constitution de

certaines HE, acides organiques, esters et autres... (Chenni., 2016).
Les principaux constituants des huiles essentielles sont les suivants:
+ Trapénoides:

Dans le cas des huiles essentielles, seuls seront rencontrés les terpenes les plus volatils: mono- et
sesquiterpénes (Abdelouahid et Bekhechi., 2010).
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e Les monoterpenes: constituants les plus simples de la série, les monoterpenes sont issus du
couplage de deux unités «isopréniques»(Bruneton., 1999).

e Les sesquiterpénes: Un grand nombre de sesquiterpenes sont des constituants habituels des
huiles essentielles des végétaux supérieurs, ils peuvent intervenir dans les propriétés
pharmacologiques attribuées a ces fractions volatiles (Bruneton., 1999).

+  Activités antioxydants

Le pouvoir antioxydant de ces huiles est développé comme substitut dans la
conservation alimentaire : ils ont été montré que I’incorporation des huiles essentielles
directement dans les aliments (viandes hachées, 1égumes hachés, purées de fruit, yaourts...) ou
I’application par vaporisation en surface de 1’aliment (pi¢ce de viande, charcuterie, poulet, fruits
et légumes entiers...) contribuent a préserver 1’aliment des phénomeénes d’oxydation (Laib.,
2011).

4+ Activité antibactérienne

Le mode d’action des HE dépend en premier lieu du type et des caractéristiques des
composants actifs, en particulier leur propriété hydrophobe qui leur permet de pénétrer dans la
double couche phospholipidique de la membrane de la cellule bactérienne. Cela peut induire un
changement de conformation de la membrane. Les bactéries a Gram positif sont plus sensibles a
I’action des HES, par rapport aux bactéries a Gram négatif (Khenaka., 2011).
Les HES peuvent aussi inhiber la synthese de DNA, ARN, des protéines et des polysaccharides
des bactéries (Laib., 2011).

Toxicité des huiles essentielles

a toxicité des huiles essentielles est moins investiguée. En régle générale, les huiles
essentielles d’usage commun ont une toxicité par voie orale faible ou tres faible avec des DL50
supérieures a 5g/kg. Chez I’Homme des intoxications aigues sont possibles. Les accidents graves,
les plus souvent observes chez les petits enfants, sont provoqués par 1’ingestion en quantité

importante d’huiles essentielles (Laib., 2011).
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Domaines d'utilisation des huiles essentielles

(] En pharmacie
L'importance des plantes aromatiques est indiscutable. Leur contenu en essence et la nature
chimique des constituants de celle-ci leur conferent de grandes perspectives d'application. Ces
substances sont d'un grand intérét pour le domaine médical et pharmaceutique (valent., 1984).

Les substances actives des plantes médicinales sont de deux types:

e Les produits du meétabolisme primaire (essentiellement des saccharides), substances
indispensables a la vie de la plante se forment dans toutes les plantes vertes grace a la
photosynthése.

e Les second type de substance se compose des produits du métabolisme secondaire résultat

essentiellement de I'assimilation de l'azote.

Généralement, ces substances ne se trouvent pas dans la plante a I'état pur, mais sous forme de
complexes qui se complétent et se renforcent dans leur action dans I'organisme ( Rubin et
Messali., 1988).

®,

% En cosmétologie

L'industrie des cosmétiques et le secteur des produits d'hygiéne sont également des
consommateurs, méme si le colt souvent élevé des produits naturels conduit parfois a privilégier,
pour les formulations de grande diffusion, les produits synthétiques ( Beylier-Maurel., 1976; De
boucheberg et al., 1976; Pellecuer et al., 1976). Puisque la majorité des cosmétiques
contiennent une certaine quantité d'huile essentielle comme élément parfumant, il serait probable
que ces essences servent aussi a préserver ces cosmétiques tout en leur assurant une odeur
agréable (Abdelouahid et Bekhechi., 2010).

(1 Dans les industries agroalimentaires

L'activité antimicrobienne des extraits de plantes utilisées dans I'assaisonnement des
aliments a été reconnue depuis longtemps. C'est pour cela, que I'on pense de plus en plus a les
utiliser dans la conservation des denrées alimentaires, sans pour autant en dénaturer le godt

puisque ces aromates entrent dans la composition des préparations alimentaires. C'est ainsi que
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I'on trouve le laurier dans certaines conserves et dans le miso qui est un met japonais traditionnel

(Kurita et Koike., 1982).

Le thym peut étre utilisé dans diverses préparations alimentaires comme le smen par
exemple (Ismaili, 1983; Banquour., 1984). Busta et foegeding en 1983, ont eux aussi étudié la
conservation alimentaires par les épices, les aromates et les huiles essentielles qui sont rajoutés
aux aliments pour rechausser le golt et qui ont aussi un effet antimicrobien empéchant les

contaminants alimentaires de se développer.

En effet, tous les secteurs alimentaires sont consommateurs: alcools, boissons non
alcoolisées, confiserie, produits laitiers, produits carnés, sauces, soupes, produits de boulangerie,
sans oublier la nutrition animale. Il est a noter que les huiles essentielles sont aussi utilisées dans

le milieu hospitalier pour la désinfection des locaux (Abdelouahid et Bekhechi., 2010).
% Aromathérapie

L'aromathérapie est une branche de la phytothérapie. Elle utilise les propriétés

odoriférantes des huiles essentielles que contiennent les plantes aromatiques ( Telphone., 2003).
Nous savons que les anciens utilisérent les huiles essentielles pour (Chiej., 1982) :

» Embaumer les corps
» Combattre la putréfaction
» Conserver les aliments

» Lutter contre les agression microbiennes

Des solution aqueuse d'huiles essentielles, surtout celles de la famille des lamiacées
'lavande, sauge, romarin, thym), facilitent les processus de réparation des tissus et stimulent la
cicatrisation des plaies et des ulcéres, en prévenant les surinfections bactériennes (Padrini et
Lucheroni., 1996).
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1. Activités biologiques

e Antibactérien

est une substance active utilisée pour lutter contre des bactéries, les génantes qui détruit les

bactéries avec une action bactéricide, on peut également trouver les appellations antimicrobien.
e Les Antioxydants

Sont des molécules capables d’interagir sans danger avec les radicaux libres et de mettre fin
a la réaction en chaine avant que les molécules vitales ne soient endommageées.

Activité Antibactérienne
% Agents antibactériens

Est un agent qui inhibe la croissance bactérienne ou tue les bactéries. Aujourd’hui
,cependant on a une meilleure connaissance des agents responsables de diverses maladies
infectieuse, et le terme antibiotique remplace le terme antibactérien pour désigner un large

éventail de composés antimicrobiens,

< Synonymes de termes

e A bactérien

e Antibiotique

e Antimicrobien
e Antiseptique

e désinfectant

les types des bactéries
A. Bactérie a Gram positif :

Est une bactérie qui conserve la couleur Violet de cristal lorsqu’elle est décolorée a
I’alcool ; elle se colore en violet foncé. Les bactéries a gram positif peuvent étre des cocci ou des

bacilles.

Ce type de bactéries deviennent de plus résistantes aux antibiotiques par exemple les
bactéries Staphylococus aureus résistantes a la méthicilline sont résistantes a la plupart des

antibiotiques liés a la pénicilline.
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B. Bactérie a gram négatif
Est une bactérie avec des parois cellulaires épaisses, dans un test de coloration de gram, ces

micro-organismes donnent un résultat positif.

e Les différences entre les deux types de bactéries sont 1’épaisseur de la couche
peptidoglycane et la présence on 1’absence de la membrane lipidique externe.

111.2.1. Description des bacteries étudiee
+ Escherichia coli (E. coli)

Est une bactérie que I’on trouve couramment dans le tube digestif de 1’étre humain, (E.

coli) c’est une producteur de Shigatoxines.

Escherichia coli est un bacille a gram négatif radiorésistant de la famille des
Entrobacteriaceae, en forme de batonnet, sa taille varie en fonction des conditions de croissance
(entre 0.5 & 3 micromeétre), pesantde 0.5 a 5 picogrammes (Bremer et Dennis., 1996), le diamétre
d’E. Coli est de 0.5 micrometre en moyenne. La temperature optimale environ 37 °C (Ramon.,
2002).

Figure 10:L'espece bactérienne Escherichia coli.
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<+ Bacillus cerus

Est une bactérie constituée des bacilles gram positif de 1.4 micromeétre habituellement
observés ou en chainettes courtes(Murray et al. , 2007 et Logan et al., 2006), B.cerus est un
anaérobie facultatif, mobile et capable de former des endospores, et ses colonies blanches
d’aspect granuleuse font entre 2 et 7 mm de diamétre(Ray, C. G., 2004), la croissance est
observée a des températures entre 10-20 °C et 35-4°C, la température optimale étant environ 37
C° (Murray et al. , 2007 et Logan et al., 2006).

Le bacille peut produire six type de toxine, savoir cing entérotoxines et une toxine
génétique, qui peuvent étre thermolabiles, selon les souches(Logan et al., 2006 et From et al.,
2005).

+ Pseudomonas aeurginosa

Est une bactérie mobile a gram négatif, de 2 a 4 micrométre de longueur, en forme de
batonnets renflés, avec un flagelle polaire qui joue un rdle dans la pathogénicité (Willcox,M.,
D2007 et Kayser, F. H., et al., 2001).

P.aeurginosapeut sécréter un vaste éventail de toxines extracellulaires, notamment A et des
entérotoxines(Liu, P. VV.1974)

- P — —

Figure 11:L'espéce bactérienne Pseudomonas aeurginosa
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+ Staphylococus aureus

Est une coccobactérie a gram positif, il a une diameétre environ 0.5 a 1.5 micrométre, elle
est immobile, asporulé et facultativement anaérobique (Klytmans et al., 1997) .cette bactérie est
une des principales causes de toxi-infections alimentaires, résultant la consommation d’aliments

contaminés par des entérotoxines (le loir et al., 2003)

Figure 12:L'espéce bactérienne Staphylococus aureus

I11.2. Activité antioxydant
Les antioxydants
o Définition
Les principales activités biologiques relevées sont liées a la recherche de nouveaux
composes antibactériens, antifongiques, anti-inflammatoire, antiviraux, antidiabétiques,...etc.
(Belbey., 2014).

A lorigine le terme antioxydant était utilisé exclusivement pour désigner les produits
chimiques qui inhibent la consommation d'oxygéne. A la fin de XIXéme Siecle et au debut du
XXeme siecle les propriétes des antioxydants ont eté largement étudiées pour étre utilisées dans

les processus industriels afin de réduire.

L'activité antioxydants peut étre mesurée simplement en placant la graisse dans un récipient
hermétique rempli d'oxygene et en mesurant le taux de consommation d'oxygene (V.lobo et al.,
2010).
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e Les antioxydants primaires

La cellule est pourvue d'enzymes anti oxydantes qui sont des systemes de défense tres
efficaces. Cette ligne de défense est constituée de superoxyde disnutase (S.0.D) de catalase, et de

peroxyde ( glutathion et ascorbate) (Favier., 2006).

e Les antioxydants secondaires

Ce sont des molécules exogénes. Contrairement aux enzymes anti oxydantes, une molécule
d'antioxydant piege un seul radical libre. Pour pouvoir fonctionner a nouveau, cette molécule

d'antioxydant doit donc étre régénérée par d'autres systemes (Dacosta., 2003).
stress oxydatif
> Définition
Le stress oxydatif a été défini comme le déséquilibre entre la présence d'especes réactives

de l'oxygéne et de l'azote(ERO et ERA) et la capacité de I'organisme € neutraliser leur action par

les systémes de protection antioxydants (persson et al., 2014).

D'autre parte, le stress oxydatif ou radicalaire est I'un des facteurs qui participe a
I'installation du dysfonctionnement important au niveau du systeme cardiovasculaire (Lacolly.,
2007).

Le stress oxydatif devient anormal lorsque les cellules sont soit dépassées par la quantité de
radicaux libres a éliminer, soit ne disposent pas de ressources anti oxydantes (vitamines,

oligoéléments, enzymes) suffisantes pour les éliminer(Benbrinis., 2011)
Définition d'un radical libre

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules portant un électron non apparié. Cette
propriété rend ces éléments tres réactifs du fait de la tendance de cet électron a se ré-apparier,
déstabilisation ainsi d'autres molécules (Dacosta, 2003). Ils apparaissent soit au cours de la
rupture symétrique d'une liaison covalent (fission homolytique) pendant le quelle chaque atome
conserve son électron, soit au coure d'une électron réaction redox avec perte ou gain d'un électron
a partir d'un composé non radical (kocchilin-Ramonatxo., 2006). Les molécules ainsi
transformées deviennent a leur tour d'autres radicaux libres et initient ainsi une réaction en

chaine. C'est typiquement ce qui se passe lors de la peroxydation lipidique ( Dacosta, 2003).
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Différents types de radicaux libres (Boudour et Rouana., 2020)

Il existe de nombreux composés oxydatifs qui se forment en doublant I'0xygéne que nous

respirons:

v’ Les radicaux libres primaires: il sont séparés directement de I' O, par une réaction de
réduction.

v’ Les radicaux libres secondaires: ils sont formés par la réaction de réduction libres
primaires sur des composés chimiques cellulaires.

v’ Les especes actives de I'oxygeéne: ces molécules ne possedent pas d'électron non appariés,

mais sont fortement oxydantes car elles peuvent générer des radicaux libres.

Les principaux radicaux libres
Il existe des radicaux soufrés, azotés, phosphorés ou carbonises, mais le radical principal

est la forme activée de I'oxygene, au nombre de six (Seignalet., 2004) :

- L'anion super oxyde O*

- L'eau oxygénée Hz O

- Le radicaux hydroxyle HO"
- L'oxygene singlet O2

- L'oxygene nitrique NO

- L'acide hypochloreux CIHO

Ce son des oxydants trés puissants. Selon les situations, ils ont des effets bénéfiques ou

néfastes, constituant un stress oxydatif.
Roles physiologiques des radicaux libres
Les radicaux libres ont les fonctions physiologiques suivantes (W. Droge, 2002 )

¢ Transduction du signal

¢ Relaxation du muscle lisse

e Activation du facteur nucléaire (NF-KB) responsable de I'expression du gene de
I'interleukine 2 (IL-2).

e Activation de la protéine kinase C.

e Relaxation des muscles.
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e Modulation des fonctions des protéines kinases, phosphodiestérases, et des Canaux
ioniques.
e Activation des MAPK des cellules endothéliales et monocytes.

e Protection contre I'apoptose par inhibition de certaines cascades.

Le mécanisme d'action des antioxydants

Les antioxydants vont intervenir comme" captures” de radicaux libres. En effet certains
antioxydants de type phénolique réagissent selon un mécanisme proposé des 1976 par Sherwin
décrit comme suit: I'antioxydants cede formellement un radical hydrogéne, qui peut étre un
transfert d'électrons suivi, plus ou moins rapidement, par donner un intermédiaire radical stabilisé

par ses structures mésomeres conjuguées (Outaleb, 2016).
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IV. Beurre

e Définition

Le beurre est un aliment préparé, conformément aux bonnes pratiques industrielles, a partir
du lait ou des produits du lait et doit contenir au moins 80% de matiere grasse du lait. Il peut
également contenir des solides du lait, des cultures bactériennes, du sel et un colorant alimentaire.
Conformément au Codex Alimentaires, le beurre est un produit gras dérivé exclusivement du
lait ou de produits obtenus a partir du lait, principalement, sous forme d’une émulsion du type
eau dans I'huile (Paul., 2010).

IV.1. Structure du beurre
La phase est constituée d'un grand nombre de globules gras (GG) intacts intégrés a un ciment

de MG liquide. Au sein des globules gras et du ciment de MG sont susceptibles de former dans le
ciment sont responsables de la fermeté du beurre. Enfin, on trouve également une part non
négligeable d'eau dispersée sous forme de petites gouttelettes (1- 25 um) et intégrée dans la
matiére grasse (au niveau des membranes des GG), et des bulles d'air (>20um). le principal
critere d'appréciation de la qualité fonctionnelle du beurre est la tartinabilité. Elle dépend de la
structure de celle-ci (Couvreur et Hur taud., 2007).

Figure 13:Microstructure du beurre (site).

» Composition du beurre
Il contient de 80 a 81% de matiére grasse laitiére, 17% d'humidité, 1% de glucides et de

protéines, et 1,2 a 1,5% de chlorure de sodium (Kornacki et al., 2001)
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IV.2. Technologie de fabrication du beurre
1V.2.1. Fabrication traditionnelle

Il est reconnu depuis I’antiquit¢ que les femmes des nomades ont joué un role trés
important dans la transformation du lait en produits dérivés traditionnels, notamment le beurre

(Le Quellec et al., 2006).

[ Babeurre }

Figure 14:Beurre et babeurre (Makhloufi., 2010)

1VV.2.2. Fabrication moderne

Selon Keogh (2006), La fabrication du beurre comprend cing étapes principales:
- Concentration de la phase grasse du lait par séparation mécanique.

- Cristallisation de la phase grasse de la creme par refroidissant.

- Phase d'inversion de I'émulsion huile dans 1I’cau de la creme.

- Elimination du babeurre.

- Formation d'une émulsion eau-dans-huile.
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Figure 15:Etapes de fabrication industrielle du beurre & 80% en masse de matiére grasse par
agglomération (Boutonnier., 2007).

IVV.3. Préparation de la créme

Quelle que soit l'utilisation de la matiére grasse celle-ci est d'abord séparée du lait au cours

de l'opération d'écrémage qui donne deux produits a savoir le lait écrémé et la creme (FAO,

1995).

Préalablement, le lait est chauffé a 50°C pour I’obtention d’un meilleur rendement

d’écrémage (Groupe de Recherche et d’Echanges Technologiques., 2002).
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La créme est standardisée entre 35 et 40% de MG en fabrication traditionnelle et entre 40 et
45% de MG en fabrication continue. Dans le cas des crémes acides, on procede a une
désacidification pour ramener ’acidité du non gras entre 15° et 20°D soit par lavage a 1’eau suivi
d’un écrémage afin d’¢éliminer la phase non grasse altérée, soit par addition de neutralisants

(Jeantet et al., 2008).

IV.3.1. Pasteurisation

La pasteurisation consiste en un traitement thermique a haute température qui se fait entre
85°C et 90°C pendant 15 a 20 secondes tout en préservant les qualités organoleptiques de la
creme. Elle provoque la destruction des germes pathogénes et de la plupart des germes
saprophytes, la destruction des lipases facteurs de rancissement, la formation de composés
sulfurés réducteurs qui s'opposent a l'oxydation des lipides, et la maitrise ultérieure de la

maturation lactique de la creme (Fredot., 2005).

IV.3.2. Maturation de la creme
La maturation de la créeme peut combiner deux processus : d’une part, la maturation physique
qui assure une cristallisation dirigée de la matiere grasse et d’autre part, une maturation

biologique qui assure le développement de I’acidité et de I’arome (Jeantet et al., 2008).

a. Maturation physique

Les propriétés rhéologiques des beurres dépendent fortement des propriétés thermiques et
structurales des triglycérides constituants la matiére grasse. La maturation physique qui vise a
solidifier une partie des triglycérides est une opération incontournable pour obtenir un beurre de
qualité optimale et constante malgré le degré de variabilité de la qualité de la créme.
L’application d’un cycle thermique adapté permet de diriger la cristallisation des triglycérides et

de corriger ainsi les effets liés a la saison.

Par conséquent, le régime de refroidissement pratiqué lors de la maturation physique
influence, a la fois, la quantité de matiere grasse solidifiée par cristallisation, ainsi que le degré
d’agglomération des globules gras. Ce dernier facteur est fondamental car il conditionne
I’aptitude de la créme au barattage. Les globules gras sont dans un état métastable de grande
fragilité au niveau de la creme pendant une dizaine de minutes apres le refroidissement. Aussi,

tout stress mécanique, pendant cette phase, entraine une libération de matiére grasse liquide qui
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agglomere les globules gras. La créme étant plus visqueuse, 1’agitation doit étre plus longue et

plus énergique (Boutonnier., 2007).

b. Maturation biologique

Cette operation se réalise dans le cadre des fabrications traditionnelles ainsi que pour
I’obtention de beurres d’appellation d’origine contrdlée (obligation d’une durée minimale de 12
heures entre 9°C et 15°C). Elle consiste a ensemencer la créeme avec une préparation de bactéries
lactiques a la dose massique de 3 a 5% et a laisser se développer celles-ci pendant une dizaine

d’heures afin de développer deux types de fermentations : lactique et aromatique.

La fermentation lactique produit de 1’acide lactique qui abaisse le pH de la creme entre 4,70
et 5,80 afin d’améliorer la conservation du beurre. En outre, cette diminution du pH permet en se
rapprochant du point isoélectrique des protéines membranaires de faciliter I’agglomération des

globules gras, recherchée lors du barattage.

La fermentation aromatique résulte majoritairement du métabolisme des citrates par les
bactéries lactiques, Elle conduit a la production d’une molécule trés aromatique (gott de noisette
du beurre) le diacétyle ou 2-3 butanedione. Méme si d’autres composes, soit originels (acides ou
delta lactones), soit ceux issus de fermentation (alcools, aldéhydes, cétones, esters, amines, etc.)
participent au profil aromatique du beurre, c’est le diacétyle qui joue un réle prépondérant
(Boutonnier., 2007).

1VV.3.3. Bactéries lactiques utilisées dans la fabrication du beurre

La substance aromatique recherchée essentiellement dans le beurre est le di acétyle : il est le
fruit de I’oxydation de 1’acétoine produit par Leuconostoc cremoris et Leuconostoc dextranicum a
partir du lactose et de 1’acide citrique. Ces espéces produisent leur effet aromatisant seulement en
milieu acide : ¢’est pourquoi on les utilise en mélange avec des ferments de Lactococcus lactis
subsp. lactis ou Lactococcus lactis subsp. cremoris. Il existe cependant des souches de
Lactococcus lactis subsp. lactis (biovar, diacetylactis) capable de former a la fois de I’acide
lactique et des substances aromatisantes. La fermentation de la créme doit permettre une
production suffisante et la conservation du diacétyle (Angers., 2010). La figure 6 présente le
mécanisme biochimique de la formation de I'arébme du beurre a partir du lactose et de l'acide

citrique (Veisseyre., 1975).
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Figure 16: Mécanisme biochimique de la formation de I'ardme du beurre a partir du lactose et de I’acide
citrique (Veisseyre., 1975).

1V.3.4. Barattage
A Tlutilisation d'un butyrateur, Le barattage consiste a agglomérer par un mouvement
mécanique les petits globules de matiére grasse contenus dans la créeme du lait : qui permet
d’obtenir du beurre et du babeurre. La température doit étre maintenue constante (Kanafani-

Zahar., 1994).

IV.3.5. Lavage
Il permet de refroidir et de resserrer le grain, de diluer les gouttelettes du babeurre par de

I’eau afin de limiter le développement microbien (Jeantet et al., 2008).

1V.3.6. Malaxage
Le malaxage sert a mélanger intimement les granules de beurre entre elles, pour obtenir un
produit de consistance et de texture désirables. Pour la fabrication de beurre salé, c'est pendant le
malaxage que le sel est ajouté. La teneur en sel est limitée a 1,5% (Groupe de Recherche et

d’Echanges Technologiques., 2002).
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IV.3.7. Emballage
Les matériaux utilisés sont le papier, I’aluminium et certains plastiques thermoformés qui
doivent présenter une bonne étanchéité, une protection contre la lumiére, 1’oxygéne et les odeurs

de I’environnement (Jeantet et al., 2008).
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Matériel végétale
Le type de I'HE utilisée ont été préparée par hydrodistillation, au niveau de l'université de M'sila

(pole universitaire) a partir de la plante :

v Rosmarinus officinalis L.

v' Thymus ciliatus.

Les plantes ont pour origine la région de M'sila et elle étant récolte la moi Mars 2022 (université
de M'sila).

Souches bactériennes

Les souches utilisées pour déceler 1’activité bactérienne des huiles essentiels et des extraits de
Thymus ciliatus et Rosmarinus officinalis L. Font partie de quatre genre de micro-organismes qui
sont des souches cliniques isolées de patients hospitalisée proviennent de laboratoire de

Microbiologie de 1’université de M’sila, il s’agit des souches suivantes :

Tableau 2: Types des souches bactériennes

Les souches bactériennes Type de Code
bactére

Staphylococcus aureus Gram + ATCC25
933

Bacillus cereus Gram+ ATCC10
876

Escherichia coli Gram- ATCC25
922

Pseudomonas aeurginosa Gram- ATCC27
853

Milieu de culture
Pour I’étude de D’activité bactérienne, le bouillon nutritives a été utilisé comme milieu

d’enrichissement pour toutes les souches bactériennes, pour obtenir des colonies jeunes des
bactéries afin de mettre en évidence 1’activité antibactérienne des huiles essentiels et des extraits,

pour I’activité bactérienne le bouillon et le gélose nutritives ont été utilisees.

Meéthodes

Meéthodes d'extraction des huiles essentielles
L'objectif de ce travail est obtenir I'huile essentielle de Rosmarinus officinalis L. et Thymus

ciliatus, par la méthode d'hydrodistillation pour faire :

- L'évaluation de l'activité antibactérienne

- L'évaluation de l'activité antioxydants
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- L'incorporation avec le beurre
% Procédé d'extraction
L'huiles essentielles du Rosmarinus officinalis L. et Thymus ciliatus a été extrait au niveau
du laboratoire de péle universitaire Mohammad Boudiaf de M'sila par le procéde de

hydrodistillation.

Avant I'emploi, I'appareil a été nettoyé a lI'acétone puis rincé a I'eau distillée pour évité les

contamination de I'huile essentielle au cours de I'extraction.

Dans un ballon d'une capacité 1L, on introduit 50 g de matiére végétale ( chaque plante
seule ) découpées . puis, on ajoute un 600 ml d'eau distillée. Cette ballon avec son contenu a été
mise sur le chouffe ballon. Les HE entrainées par les vapeurs d'eau générées dans la fiole sont
dirigees vers le col de cygne, qui relie fiole avec le réfrigérant et lorsqu'elle pénétre dans le
liquide de refroidissement, elle se condensent rapidement et se retrouvent dans lI'ampoule a
décanté qui permet la séparation immédiate de l'essence par sa densité. Apres 3 ou 4 heures
d'extraction, I'HE a été recouvrit de papier aluminium pour le protéger de la lumiére et conservée
a4°C.

Pour chaque plante, on réextrait 3 cycles.

Figure 18: photo original de I'appareil de
clavenger d'extraction ’'HE

Figure 17: 50 g matiere végétale seche
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Conservation de I'huile essentielle obtenue ( Rosmarinus officinalis L. , et Thymus
ciliatus)
La conservation des huiles essentielles de R. officinalis et T. ciliatus dans des flacons en

verre enveloppées avec papier aluminium a une température 4°C pour éviter toutes dégradation.

e Calcul du rendement
Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de I'HE extrait et le poids de
la plante a traiter ( Carré., 1953).

Le rendement d'extraction est calculé comme suivants :

Rdt (%) ) = Prec/ Pa x 100

Avec :

¢ Pdt % = rendement d'extraction
e Prec = poids de I'huile recueilli ( mg)
e Pa=poids de la plante (mg).

I'extraction des principes actifs
Préparation de I'extrait brut par extraction type solide-liquide ( ESL)

®,

% Procédé d'extraction

On mat 50g de mateériel végetale ( Rosmarinus officinalis L; et Thymus ciliatus ) tout seul,
et macéré dans une solution contenant 80 ml de méthanol et 20 ml d'eau distillée pendant 48
heures, cette opération est répétée trois fois a tempeérature ambiante. Aprés quoi on filtré cette
solution par papier. Ensuite, nous évaporions pression réduite a sec, pour obtention de I'extrait
brut ( Température 40°C ) par un évaporateur rotatif ( Rota vapeur ) puis , est séche dans I'étuve
a 40°C. Afin de cette méthode , on grattée la solution séchée pour obtenir un extrait final ( semi-
adjacent ). Nous conservons ces solution extraits dans des bouteilles en verre opaques et

hermétique avec des fermetures en aluminium et les mettons au réfrigérateur jusqu'a utilisation.
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Figure 19: Appareil du rota vapeur rotatif Figure 20:L'extrait méthanolique de deux plantes

étudiée

extraction par macération dans I'eau distillées ( extraction solide-liquide)

v' Le principe
La macération ( extraction solide-liquide) est une procédé consistant a laisser reposer la
poudre de la matiere végétale dans I'eau distillée ou un solvant pour en extrait la substance

actives qui se fait température ambiante.

¢ Procédé d’extraction
- On met 50 g de poudre végétale de R. officinalis dans 400 ml d'eau distillé.
- 50 g poudre vegétale du T. ciliatus dans un 500 ml I'eau distillé.
Cette opération est répétée trois fois. Apres extraction est filtré , le filtrat récupéré est séché dans
I'étuve a 40°C. Puis, on gratté la solution séchée pour obtenir un extrait final ( poudre )
Extraction hydrométhanolique
L'extraction brut de la plante ( extrait hydrométhanolique ) sont mélangés avec 80 ml
d'acétate d'éthyle dans un ampoule a décanter, et on la couvre d'aluminium pour éviter une
interaction lumineuse, aprés la décantation ( 2 heures ), la phase d'acétate d'éthyle ( phase
organique ) supeérieur et récupérée, et la phase aqueuse inférieur obtenant en répétant cette étape
trois fois en ajoutant l'acétate d'éthyle, et le présenter a un autre fractionnement par utiliser du n-
butanol avec les méme étapes que lors de la premiére extraction utilisant d'acétate d'éthyle.
Les extraits obtenus sont ensuite évaporés avec un appareil Rotavapor a une température de
45°C. Apres cela, les deux extraits ( acétate d'éthyle, n-butanol ) sont placés dans une bouteille en
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verre noire, recouverte d'aluminium et placée au réfrigérateur jusqu'a utilisation, ( répétée cette

étape par 3 fois).

Figure 21:L'extrait n-butanol

e Calcule du rendement des extraits

Le pourcentage de rendement pour chaque extrait a été calculé par la formule suivante :

La taux de matiére extrait (%) = (P1— Po)100/P

Avec :
< P =poids initial de I'échantillon (g)
++P0 = poids de boite pétri vide (g)
+« P1 = poids de boite pétri apres évaporation total (g)

Extraction des coumarines

e Procédé d'extraction

- On pose 50 g de matiere broyée des plantes étudiée ( tout seul ) dans un bécher

- On ajoute un 4 ml de méthanol et 20 ml I'eau distillée et on laisse 24 heures

- Aprés le 24 heures, on fait la filtration a l'aide d'un papier filtre et un entonnoir, pour 3
fois qui répétée cette étape

- Apres la filtration total, on a évaporée par la Rota vapeur
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- Puis, poser cette extrait brut dans un bécher, et mesuré le PH par la papier de PH,

- On ajoute quelque gouttes de la NasOH jusqu'a I'obtention de PH = 9.

- Apres la régulation de pH, on pose I'extrait dans un ampoule a décanter et ajoutant 40 mg
de chloroforme et nous attendons quelque heures.

- Puis, aprés quelque heures 2 heures, nous obtenons deux phases, phases organique
inférieure et phases aqueuse supérieure. Cette étape est répétée a 3 fois.

- En suite, diminuer le PH de la phase aqueuse jusqu'a I'obtention de PH = 2 par I' Hci

diluer

- On pose I'extrait dans une ampoule a décanter, moulage 20 ml de chloroforme puis agité
et pendant quelque heures, nous obtenons deux phases, phases organique ( inférieure) phases
aqueuse (supérieure). Répétée cette étapes 3 fois.

- Puis, on évapore l'extrait par Rot vapeur et on conserve jusqu'a utilisation.

Caracterisation qualitatives des extraits

Chromatographique sur couche mince CCM
Pour un essai d'analyse qualitative du contenu phénolique de nos différents extrait

(EACOEt, EnBuOH, EBrt )a partir de la plante Rosmarinus officinalis L.et Thymus ciliatus a
l'utilisation de la chromatographie sur couche mince (CCM) puisqu'elle est L’une des méthodes
habituelles pour la séparation et la purification des différents constituants d'un extrait végétal et

qui est plutét simple a mettre en ceuvre.

Une chromatographie analytique sur couche mince a été réalisée en utilisant 2systémes
solvants moyennement polaires méthanole/acétate d'éthyle et méthanole/acétate d'éthyle/H20
Sous lumiére UV a 365 nm Les différentes taches de produits qui se présentent sur les
chromatogrammes ont été délimitées. Les couleurs des spots et leurs Rf observés sous UV suite a

une analyse par chromatographie sur couche mince.

Activités biologiques
Evaluation de I'activité antioxydants
L'évaluation de I'activité antioxydants des extraits et des HE a été réalisée par I'équation de

réaction sans DPPH.

Ce radical libre, (2,2-Diphényle picrylhydrazyl ) peut étre suive par spectrophotometre.
UV-visible, en mesurant la diminution de l'absorbance a 517 nm. Le DPPH posséde une
coloration violet formé et lorsqu'il est réduit, la coloration devient jaune pale (Mohammed et

Atik Bekkara., 2012).
46



Chapitre | Materiel et Méthodes

% Mise en ceuvre pratique

- Nous prenons 4 g de DPPH et y ajoutons 100 ml de méthanol, mélangeons le mélange et
le gardons dans un endroit sombre pendant une demi-heure.

- Nous préparons différentes concentrations de ces extraits pour chaque plante séparément :
1. Rosmarinus officinalis L.

e Extrait méhtanolique : (10, 25, 50, 100 ul)
e Extrait aqueuse: (10, 25, 50, 100ul)
e Huile essentielles : ( 10, 25, 50, 100 ul)

2. Thymus ciliatus

e Extrait mehtanolique : (10, 25, 50, 100ul)
e Extrait aqueuse : (10, 25, 50, 100ul)
e Huile essentielle: ( 10, 25, 50, 100ul)

Toutes les lecteurs sont effectuées a 517 nm par un spectrophotometre.

e Expression des résultat

La pourcentage de l'activité anti radicalaire est calculé selon I'équation suivante :

AA% = (ADS controle négatit —~ADS Echantilion ) / ADS controle négatit ) X 100

Avec :
e AA% : Pourcentage de l'activité anti-radicalaire
o ADS Echantilion : Absorbance de I'échantillon

o ADS control négatif - Absorbance du control negatif

Calcul des concentrations inhibitrices a 50 %" ICso"'
L' ICso ( inhibitory concentration 50 %, concentration inhibitrice 50% )permet de calculer

la concentration de I'échantillon testé nécessaire pour réduire 50% des radicaux DPPH .
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Evaluation de I'activité antibactérienne

Meéthodes de I’aromatogramme
L’activité bactérienne est évaluée par la methode d’aromatogramme qui permet de

déterminer la sensibilité des différents espéces bactériennes vis-a-vis de les huiles essentiels et les
extraits donnés, la méthode de 1’aromatogramme consiste a utiliser des boites de Pétri contenant
un milieu de gélose convenable, déja solidifié et inoculé de la souche microbienne testée.
Meéthodes de diffusion sur milieu gélosé :
Cette méthode consiste en I’ensemencement sur un milieu gélosé dans une boite pétrie,
d’une suspension bactérienne. Les boites pétri ensemenceées ont été laissées 1 heures a
températures ambiante puis retournées et incubées a 37°c pendant 18324 heures, Apres

incubation, le diamétre d’inhibition a été mesuré en mm disque inclus.

e Mise en ceuvre pratique

e Préparation du milieu de culture

On a mettez le flacon de gélose nutritive dans une cocotte d’Autoclave jusqu’a ce qu’il soit
complétement dissous, et puis couler le milieu dans les boites Pétri & 4 mm de hauteur et laisser

quelque minute jusqu’a la solidification.
e Préparation des trous

Dans la surface de la boite gélosé et A 1’aide d’une pipette Pasteur on perce quatre trous

pour le mettez-en les extraits et les huiles.

e Préparation des dilutions d’extraits et des huiles de Thymus ciliatus et Rosmarinus
officinalis

Les extraits et les huiles sont préparés a différentes concentrations, on a une solution mére

de 32 mg/ml a partir de laquelle on fait des dilutions

e Préparation de I’inoculum bactérien

Les souches bactériennes ont été ensemencées dans la gélose nutritive sur des boites Pétri,
puis incubés a 37°c pendant 24 heures pour optimiser leur croissance, Aprés le temps
d’incubation a I’aide d’une anse de platine ont prélevées quelque colonies bien isolées et

identique de chacun des souches bactériennes a tester.
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Puis émulsionnées dans un tube d’essai contenant 5 ml d’eau physiologique puis agiter au
vortex, I’inoculum peut étre ajuste en ajoutant sois de la lecture s’il trop faible, ou bien 1’eau

physiologique stérile s’il est trop fort.
e Ensemencement

La culture se fait dans un milieu stérile en présence de bec de benzéne et I’ensemencement

est realiser par écouvillonnage de suspension bactérienne sur tout la surface gelosée.

o Dépdt les dilutions

A partir de chaque dilution on préleve 10 microlitre et on le mit dans les trous qui sont
déja dans les boites Pétri, Finalement les boites de Pétri sont incubées 2 heures a 4 °c puis a 37 °c
pendant durée d’une 18 a 24 heures.

e Lecture des antibiogrammes

La lecture se fait par la mesure de diamétre des zones (halos) d’inhibition au tour des trous

Préparation du beurre incorporé
Dans une salle aseptique sous la hotte a l'aide d'une micropipette graduée on a ajout des

différentes concentrations des huiles sur des flacons contenant 50 g de beurre

Figure 22:Préparation de beurre incorporé
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Tableau 3:La composition des mélanges sont mentionné au tableau suivant :

50 g de Beurre

50g de beurre + 20 pl huile de Romarin

50 g de beurre + 10 pl huile de Romarin

500 g de beurre + 20 pl huile Thymus

50 g de beurre + 10 pl huile Thymus

Analyse chimique
¢ Détermination la matiére grasse

e Principe

La méthode de ROEDER est une technique de référence, son principe est basé sur la
séparation de la matiére grasse du beurre par centrifugation dans un butyrometre, ou 1’acide
sulfurique dissout tous les constituants du beurre a 1’exception des matiéres grasses. L’alcool iso-

amylique agit comme séparateur de phase
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e Mode opératoire

- On pese 5 g de beurre dans le récipient en verre se trouvant dans le bouchon et déposés
dans le butyrometre. On ajoute I'acide sulfurique (densité: 1,522 +0,005 g/ml) par I'ouverture
supérieure du butyrometre jusqu'au-dessus du bord du récipient en verre. On ferme le
butyromeétre et on agite énergiquement a plusieurs reprises jusqu'a dissolution compléte de

I'albumine et on place dans un bain-marie a 70°C.
- Par la suite, on ajoute de I'acide sulfurique jusqu'a hauteur du début de I'échelle et 1 ml

d'alcool amylique. On agite le butyrométre et placer au bain-marie pendant 5 min (a70°c), suivi
d'une centrifugation a de 5 min avec un température 65°C a l'aide d'une centrifugeuse GERBER.

La température au bain-

marie doit étre a 65°C (env.5 min) et on lit a I'extrémité inférieure du ménisque.

Figure 23:Détermination matiére grasse du beurre

pH (AFNOR., 1982)

Le pH est déterminé directement en utilisant un pH-métre électronique de type

INOLAB730, qui affiche la valeur sur son écran apres avoir plongé son électrode dans le flacon

contenant I’échantillon de beurre. La mesure est effectuée a 16.
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Figure 24:Mesure de pH a laide de pH-metre

I’humidité

Préparée 3gde beurre sur disucateur

Figure 25:Mesure de I’humidité
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Analyses microbiologiques
. Préparation des échantillons

On pese 25¢g d’échantillon, on ajouter 60 ml de la solution Ringer, qu’on met au bain-marie

ou étuve pour quelques minutes. Les dilutions et les ensemencements seront réalises a partir de
la phase aqueuse de la solution mere

Figure 26:Préparation des échantillons pour les analyses microbiologiques du beurre

Les germes recherchés

Le J.O.R.A de 2017, exige la recherche de quatre germes dans le beurre cru, qui sont :
entérobactéries, Staphylococcus aureus, levures et les moisissures, les germe aérobie A partir de

la solution mere, 1 ml est ensemencé en profondeur dans les milieux suivants:

a. Recherche entérobactéries:

iml solution mére ensemencement incubées 3 36°c

(phase agause) dans le milieu VRBI

%—bﬁ—b

Pendant 48 h

Figure 27:Méthode de recherche entérobactéries
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b. Recherche des Staphylococcus aureus

1ml solution meére étalera la surface incubées 2 37°¢c

{phase aqause) de la gélose BP Pendant 24328 h

%—»@—b

Figure 28:Recherche des Staphylococcus aureus

C. Recherche des levures et les moisissures:

1ml solution mére ensemencement incubées a 25°c

{phase aqause) dans miliue OGA Pendant5 jours

Figure 29: Dénombrement de la levures et les moisissures
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D. Recherche les germe aérobie

1ml solution mére ensemencement incubées 3 30°c

(phase agause) dans miliue PCA Pendant 72 h

%—»S—v

——

——
Za
e

[ >

Figure 30:Recherche des germe aérobie
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Conclusion

La famille des Lamiaceae est I'une des familles les plus importantes et les plus connues qui
sont utilisées dans de nombreux domaines, dont le plus célébre est le domaine médical, ou les
plantes de cette famille sont considérées comme une médecine alternative pour leurs grand
bienfaits.

Le recours aux plantes aromatiques s’avere €tre un choix pertinent face aux risques de
contamination précis ou a la nécessité de réduire ou remplacer les conservateurs chimigques ou
synthétiques dans l'industrie agro-alimentaire. Ainsi, leurs utilisation a faible doses est
envisageable, en raison de leurs grande efficacité, ainsi que leurs apport en godt, fraicheur,
équilibre nutritionnel et rentabilité qui sont des valeurs ajoutées aux produits consommeés.

Les résultats de notre étude ont montré deux plantes de cette famille Rosmarinus officinalis
et Thymus ciliatus que le rendement de I'extrait que nous avons obtenu varie d'une plante a I'autre
en raison de plusieurs facteurs différents. Ainsi, nous avons enregistré au niveau de l'extrait
méthanolique le rendement le plus éleveé ( le meilleur résultat ) d'environ 19,96 % par rapport au
T. ciliatus, qui a enregistré un rapport de 17,01 %, suivi de I'extrait butanolique de 12,4 % avec le
rapport de production le plus élevé plante de Thymus ciliatus, qui était inferieur d'environ 11,22
% , tandis que le rendement le plus bas a été enregistré par I'extrait de chloroforme dans la plante
R. officinalis avec 4,36 % et 6,36 % pour le T. ciliatus.

Alors que la productivité de I'huile essentielle variait, le rapport de rendement était estime a
0,94 % et 0,31 % respectivement T. ciliatus , R. officinalis. Ce ratio était moyen par rapport au
rendement des autres paiements, qui étaient estimés a 0,41 % et 5,1 % respectivement.

Cet écart est di a la différence de nombreux facteurs, dont le plus important est la région
géographique et la technique d'extraction des huiles.

Dans un autre étude de ces extrait, il a été démontré qu'ils avaient une activité antioxydant
tres élevée, car les résultats de I'étude ont montré que les huiles essentielles et I'extrait
méthanolique fournissaient la plus grande activité avec 1Cso (10,0 pug/ ml, 7,81 pg/ ml )pour le
T. Ciliatus et R. officinalis respectivement, le moins actif a été enregistré par I'extrait aqueux, ou
il a été estime a 82,64 pug/ ml, 84, 97 ug/ ml) respectivement.

Le teste de I’activité antibactérienne des extraits et des huiles essentielles par la méthode de
diffusion en milieu gélose, a montrer que les extraits de deux plantes Thymus ciliatus ,

Rosmarinus officinalis L. sont actif vis-a-vis de certaines souches bactériennes, il est noter que
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les bacteries les plus sensibles étaient du genre S.aureus et E. Coli pour le Rosmarinus, et
S.aureus et P. Aeurginosa pour le Thymus.

Les résultats montrent que le meilleur effet remarque chez les huiles essentielles de Thymus
ciliatus et Rosmarinus officinalis L. vis-a-vis de souche E. coli.

Le présent travail a pour but d’étudier I’effet de I’incorporation des huiles essentielles de
deux aromates, a savoir le romarin thymus dans la formulation et la conservation d’un beurre
raffiné.

Pour les analyses chimiques du beurre raffiné ils sont conformes aux normes fixés par la
réglementation algérienne et celles mentionnées par d'autres chercheurs

L’analyse microbiologique du beurre incorporé est satisfaisante et ne présente aucune une

pathogénicité particuliere, donc il est de bonne qualité microbiologique.
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I. Matériel et appareillage de beurre

Figures: PH métre . Figures: Dessiccateur.

Matériel utilisé pour I'extraction des HE

Figures :hydrodistillation de type Clevenger Figures: balance.
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Figures: huile essentielle de Thymus ciliatus

L'extraits

Figures: filtration des extraites

Résultat

Figures: huile essentielle de Romarinus officielis L.

Figures: Extrait aqueux.

Tableau: caractéristique organoleptique de I'HE de Rosmarinus officinalis

Aspect

Couleur

Odeur

HE obtenu
Rosmarinus officinalis
L.

Limpide

Presque incolore

Odeur forte (
caractéristique
fraiche)

Tableau : Caractére organoleptiques des HE de T. ciliatus
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Couleur Aspect Odeur

Huile essentielle de Jaune foncé Liquide Aromatique

Thymus ciliatus

Tableau: Résultat du rendement d'HE de R.officinalis et T.ciliatus

R.officinalis L. Hydrodistillation 300 0,32

T.ciliatus 143 0,94

Tableau . Rendements des extraits de R. officinalis et T. ciliatus

Extrait brut Extrait de Extrait Extrait Extrait

chloroforme d'acétate butanolique aqueuse
d'éthyle
R. officinalis 19,96 4,36 8,4 12,4 10
T. ciliatus 17,02 6,36 10,36 11,22 12

Tableau °: Les différentes concentrations des extraits

Cl 16
C2 8
C3 4
C4 2

Les dilutions sont dissoutes dans le DMSO
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Rosmarinus officinalis = = .
Rosmarinus officinalis

—

gmag/mi

~

arno/mil

Paeurginosa B.cereus

Figures : Effet de I'extrait méthanolique de la plante Rosmarinus officinalis L sur les souchesbactérienne
testées en présence de différentes concentration d'extraits.

Tableau N°: Les concentration des extraits de Rosmarinus officinalis et Thymus ciliatus
qui inhibent 50% du radical DPPH.

Les type Aqueux Meéthanolique HE
d’extraits

ICso pg/ml de 84,97 7,81 43,45
R.officinalis

ICsopg/ml  de 82,64 19,06 10,09
T.ciliatus
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Thymus ciliatus Thymus ciliatus

Afmgsmil

Figures : Effet de I'extrait méthanolique de la plante Thymus ciliatus les souches bactérienne
testées en présence de différentes concentration d'extraits.

Thymus (thym)
1Cso
Les extraits AQUEX Méthanolique Huile essentielle
ICso 82,64 19,06 10,09
AQUEX
EXAq
70
R N loame
2=0. *
°= 50 .
O 40
b=
0 30 ¢ Seriesl
'E 20 — — Linear (Series1)
"= 10
O T T 1
0 50 100 150
Concentration (pg / ml)

Figure : Courbe d'activité antioxydant de I'extrait aqueux de plante

Thymus ciliatus
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Methanolique

+ Seriesl

—— Linear (Series1)

Ex Méth
120
y =0.6603x +37.423
X 100 R2=0.7962 *
[ 4
o 80
:'E 60 *
2
L 40
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20
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Concentration (pug/ ml)

150

Figure : Courbe d'activité antioxydant de I'extrait méthanolique de plante

Huile essentielle

HE

120

y=0.5262x+44.698
R*=0.9977

-
/

100

80

60

40

inhibition %

20

O T T 1
0 50 100 150

Concentration (pg / ml)

# Seriesl

—— Linear (Seriesl)

Figure : Courbe d'activité antioxydant de I'extrait d'huile essentielle de plante

Thymus ciliatus
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Rosmarinus officinalis (Romarin).
1Cso

Les extraits AQUEX Meéthanolique Huile essentielle
IC50 84,97 7,81 43,45
AQUEX
Ex Aq
60
] = +
°\° >0 R2=0.95
g 40 .
= 30 .
% 20 ¢ Seriesl
= 10 ¢ —— Linear (Series1)
0
0 50 100 150
Concentration (ug / ml)

Figure : Courbe d'activité antioxydant de I'extrait aqueux de plante Rosmarinus officinalis L.

Méthanolique
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Figure : Courbe d'activité antioxydant de I'extrait méthanolique de plante Rosmarinus officinalis
L.

Huile essentielle

Ex HE
120
y =1.0235x +5.5533

X 100 R?=0.78 ¢
c 80
e
= 60
..g ¢ Seriesl
< 40
c —— Linear (Series1)

20 a—

0 T T 1

0 50 100 150
Concentration (ug / ml)

Figure : Courbe d'activité antioxydant de I'extrait huile essentielle de plante Rosmarinus
officinalis L.
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Résumé

Les plantes constituent une grande source d’antioxydants naturels pour 1’industrie
agroalimentaire. L oxydation de la matiére grasse est probablement la transformation chimique
causant le probleme majeur en technologie laitiere surtout dans le beurre en raison de sa teneur
¢levée en maticre grasse. L’industrie alimentaire utilise les huiles essentielles pour rehausser le
go(t et aromatiser les aliments, elles possedent aussi des profils de composition chimique

différents permettant de les utiliser comme agents naturels de conservation des aliments.

Rosmarinus officinalis et Thymus ciliatus plante médicinale appartenant a la famille des
lamiaceée, utilisée en médicine traditionnelle pour ses divers effets thérapeutiques

Notre étude vise a l'incorporation des huiles essentielles de Rosmarinus officinalis et Thymus
ciliatus pour une aromatisation et bio-conservation du beurre industriel raffiné qui rentre dans
I'innovation des produits alimentaires. Pour ce faire L’huile essentielle a été extraite par
hydrodistillation, le rendement obtenu est équivalent a (Rosmarinus,0.32% et Thymus,0.94%).
L’activité antioxydant des huiles extraites a été étudiée par le test de DPPH®, les résultat de cette
activité du Thymus (1Cs0=82,64pg/ml et 1Cs50=19,06p g/ml et 1Cs0=10,09u g/ml pour I'extrait
aqueux, Méthanolique et HE) et de Rosmarinus officinalis(1Cs0=84,97u g/ml et 1Cs0=7,81p g/ml
et 1C50=43,45u g/ml pour l'extrait aqueux, Méthanolique et HE(respectivement) .Les
flavonoides pour la fraction acétate d'éthyle qui a été éleve.

L'activité antimicrobienne réalisé sur les quatre souche : Bacillus Cerus et Escherichia coli,
pseudomonas aeurginosa ,Staphylococus aureus ,les résultats indiquent que les huile essentiels
de plante possede une bonne activité contre les bactéries testées ,I'activité le plus élevée dans les
deux extrait méhtanolique montre chez Staphylococus aureus ,et le plus moins chez Escherichia
coli.

Mots clés: Rosmarinus officinalis , Thymus ciliatus , beurre , huile essentielle , plante

médicinale , activité antioxydant , activité antimicrobienne.




ABSTRACT

Plants are a great source of natural antioxidants for the food industry. Fat oxidation is
probably the chemical transformation causing the major problem in dairy technology
especially in butter due to its high fat content. The food industry uses essential oils to enhance
the taste and flavor of foods, they also have different chemical composition profiles allowing
them to be used as natural food preservatives.

Rosmarinus officinalis and Thymus ciliatus medicinal plant belonging to the Lamiaceae

family, used in traditional medicine for its various therapeutic effects

Our study aims at the incorporation of essential oils of Rosmarinus officinalis and Thymus
ciliatus for aromatization and bio-conservation of refined industrial butter which enters into
the innovation of food products. To do this, the essential oil was extracted by
hydrodistillation, the yield obtained is equivalent to (Rosmarinus, 0.32% and Thymus,
0.94%). The antioxidant activity of the extracted oils was studied by the DPPH® test, the
results of this Thymus activity (ICs0=82.64ug/ml and 1C50=19.06p g/ml and 1Cs0=10.09u g/ml
for the aqueous extract, Methanolique and HE) and of Rosmarinus officinalis (1C50=84.97u
g/ml and 1C50=7.81 g/ml and 1C50=43.45u g/ml for the aqueous extract, Methanolique and

HE (respectively).The flavonoids for the ethyl acetate fraction that was elevated.

The antimicrobial activity carried out on the four strains: Bacillus Cerus and Escherichia coli,
pseudomonas aeurginosa, Staphylococus aureus, the results indicate that the plant essential
oils have good activity against the bacteria tested, the highest activity in the two extracts

methanol shows in Staphylococus aureus, and least in Escherichia coli.

Kevwords: Rosmarinus officinalis , Thymus ciliatus , butter , essential oil , medicinal plant,

antioxidant activity , antimicrobial activity
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