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Introduction

Les substances d'origine végétale sont récemment devenues d'un grand intérét en raison
de leurs applications polyvalentes. Il y’a environ 500 000 plantes sur terre, 100 000 d’entre
elles, sont la ressource biologique la plus riche des médicaments traditionnels, des
médicaments modernes, des nutraceutiques et des compléments alimentaires. (Ncube et al.,

2008)

L’utilisation des Plantes Médicinales (PM) dans différents domaines (pharmacie,
parfumerie, cosmétique et agroalimentaire) est due principalement a leurs propriétés
thérapeutiques, organoleptiques et odorantes (Bouchekrit, 2018). Selon Elfakir (2011), ces
plantes renferment une large variétés de composés chimiques (huiles essentielles, flavonoides,
quinones, vitamines, saponines, caroténoides, terpénes, polyphénols, alcaloides, etc.) de
propriétés physico- chimiques trés différentes et qui présentent une large variée d’activités

biologiques (antimicrobienne, antioxydante, antivirale, ...).

Plusieurs maladies sont dues principalement au stress oxydatif, qui se définit comme la
conséquence d’un déséquilibre entre la production des radicaux libres et leur destruction par
des systemes de défenses antioxydants. Dans I’état physiologique, le pouvoir oxydant des
radicaux libres peut étre arrété par plusieurs antioxydants notamment les vitamines (E et C)
ainsi que les nutriments d’origine végétale (polyphénols, caroténoides, ...). (Bouchekrit,

2018)

L’oxydation constitue probablement 1’'un des paramétres majeurs a [’origine de
I’altération des produits alimentaires. Les dégradations oxydatives qui en résultent affectent
les qualités nutritionnelles des produits et peuvent avoir des répercutions sur la santé humaine.

(Ribeiro et al., 2001)

Les polyphénols ont eu un regain d’intérét dans le domaine de la nutrition et de la
pharmacologie grace a leurs effets bénéfiques sur la santé humaine dans les produits
alimentaires (Martha, 2008). C’est ainsi que les plantes ont récemment gagné un grand
intérét en raison de leurs multiples applications (Ncube, 2008). Beaucoup de plantes, ont été
ajoutées dans plusieurs aliments pour améliorer leur valeur nutritionnelle et qualité sensorielle

et prolonger la durée de vie. (Shahidi ef al., 1992)

La conception et la réalisation de notre travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation

de ressources végétales par des recherches scientifiques pour une contribution a I’étude de la

1



Introduction

biomasse végétale médicinale. C’est pour cela que nous avons opté pour 1’enrichissement

d’un produit laitier qu’est « le fromage frais » en se basant sur I’incorporation d’extraits
végétaux bruts qui s’averent bénéfiques pour I’amélioration de la qualité de ce produit vu

I’impact positif des interactions entre les composés phénoliques et les protéines laiticres.
Afin d’aboutir a nos objectifs, nous avons partagé notre travail en deux parties :

» La premiére partie: constitue une synthése bibliographique portant des généralités sur
les plantes étudiées (Pistacia lentiscus, Petroselinum crispum), les polyphénols, les
antioxydants, les radicaux libres, le fromage frais et la flore lactique.

» La deuxiéme partie: est consacrée pour I’étude expérimentale qui regroupe les
différentes méthodes appliquées et les résultats obtenus avec leurs interprétations et

discussion.
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Synthése bibliographique

I. Généralités sur Pistacia lentiscus
I.1. Description botanique

Pistacia lentiscus est un petit arbuste de moins de 2m (quelques fois plus), toujours
vert, rameux, souple. Il a une odeur résinée peu agréable.
On le rencontre dans les plaines, basses et moyennes montagnes, sous des bioclimats semi-
aride, subhumide, humide et perhumide; les variantes thermiques sont chaudes a fraiches et
les substrats sont de type marneux ou argileux. (Bamou et al., 2014)
La description des différentes parties de la plante sont expliquées ci-dessous :

= Ecorce : Rougeatre sur les jeunes branches et vert au gris avec le temps. Quand on

incise I’écorce, la plante laisse s’écouler la résine irritante non colorée a forte odeur.

= Branches : tortueuses et pressées, forment une masse serrée. (Balfadel, 2009)

= Feuilles : persistantes, paripennées, avec 4 a 10 folioles elliptiques, coriaces et
luisantes avec un pétiole est ailé. On trouve des pieds males et femelles distincts (especes

dioiques) qui fleurissent en grappes denses (figure 1) au mois de mai. (Maameri, 2013)

= Fleurs : les fleurs sont unisexuées, d’environ trois mm de large, se présentent sous
forme de grappe (figure 1). Elles apparaissent au printemps et sont trés aromatiques, elles

forment des racémes de petite taille a ’aisselle des feuilles. (Balfadel, 2009)

*Fruit: c’est une baie globuleuse (de 2 a 3 mm), monosperme, remplie par un
nucléole de la méme forme (figure 1); d’abord rouge, il devient brunatre a sa maturité, qui est

compléte a I’automne. (Balfadel, 2009)

= Mastic : si I’on incise le troc de ce végétale, il s’en écoule un suc résineux nommeé

mastic qui, une fois distillé, fournit une essence employée en parfumerie. (Balfadel, 2009)

I.2. Classification botanique

La classification de Pistacia lentiscus, sclon (Baudiére et al., 2002) est décrite comme suit :
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= Reégne : Plantae

* Embranchement : Spermatophyta
(Angiospermae)

= Classe : Dicotyledones

=  Ordre : Sapindales

= Famille : Anacardiaceae (Pistaciaceae)
= Genre : Pistacia

=  Espéce : Pistacia lentiscus

Figure 1 : Photographie des feuilles, Fruits de Pistacia lentiscus. (Bijen et al., 2004)

1.3. Dénomination vernaculaire
Selon Torkelson (1996) et Feidemann (2005), cette espece posseéde plusieurs noms

vernaculaires selon les pays :

France: Arbre au mastic, Lentisque

Afrique du nord: Derw, darw (arabe)

Est Algérien : Gadhoum

Berbére: Tidekt, Tidekst et amadad

1.4. Répartition géographique

Pistacia lentiscus est un arbrisseau que 1’on trouve couramment en sites arides d’Asie et
en région méditerranéenne de 1’Europe et I’ Afrique jusqu’aux Canaries (Bellakhdar, 2003).
Il pousse a I’état sauvage en Algérie, Tunisie, Maroc, Turquie, France, Espagne, Italie et

Grece. (Khiari et al., 2018)
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Le lentisque est présent sur tout le pourtour méditerranéen, plus précisément dans le
bassin du Soummam Wilaya de Béjaia, se trouve dans les zones forestiéres, en association

avec le pin d'Alep, le chéne vert et le chéne liege (figure 2). (Belhadj, 2011)

Figure 2 : Aire de répartition de Pistacia lentiscus L. autour du bassin Méditerranéen.

(Belhadj, 2011)

L.5. Utilisation traditionnelle et propriétés pharmaceutiques

Pistacia lentiscus est connue internationalement pour plusieurs propriétés
thérapeutiques (Khiari et al,, 2018). Elle est largement utilisée en phytothérapie pour ses
propriétés antiathérogeénes et antioxydantes.

La partie aérienne de Pistacia lentiscus est utilisée dans la médecine populaire comme
stimulante et diurétique (Mehenni et al., 2016), et pour traiter I’hypertension, la toux, les
maux de gorge, I’eczéma, les maux d’estomac, les calcules rénaux et la jaunisse. (Andrea et
al., 2011)

Plusieurs études ont également rapporté que I’huile essentielle de la partie aérienne de
Pistacia lentiscus possede des propriétés biologiques appréciables (antioxydantes, anti-

inflammatoires, antimicrobiennes, antifongiques et antiathérogénes). (Khaiari et al., 2018)
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Les feuilles de Pistcia lentiscus sont utilisées comme agents anti-inflammatoires, anti-
diarrhéiques, anti-hypertenseurs, antipasmodiques, diurétiques, insecticides et anti-stress en
médecine traditionnelle. (Bijen et al., 2004)

Les fruits de Pistacia lentiscus sont consommeés crus ou grillés, tandis que huile a des
usages médicinaux polyvalents, soit en interne dans le traitement des ulcéres, ou a 1I’extérieur
pour guérir le psoriasis.

En plus de leurs effets thérapeutiques, les parties aériennes de Pistacia lentiscus sont
¢galement utilisées dans I’industrie alimentaires, par exemple : les huiles essentielles obtenues
a partir de la partie aérienne du lentisque sont utilisées comme agents ardmatisants dans les
boissons alcoolisées et le chewing-gum. En outre, I’anthocyane extrait du fruit est exploité

comme un colorant alimentaire. (Mehenni ez al., 2016)

1.6. Valeur nutritionnelle

Les graines de Pistacia lentiscus présentent un taux considérable de protéines et de
glucides. De plus, elles fournissent une excellente huile alimentaire de I’ordre de 40 de
composés phénoliques (Kaddour, 2008). Cette derni¢re est constituée majoritairement par
des acides gras insaturés (mono et polyinsaturés) et acides gras saturés, accompagnés de
substances lipidiques auxiliaires dites constituants mineurs, tels que les tocophérols, les
phytostérols et les composés phénoliques. Sa richesse en acides gras insaturés tels que l'acide
oléique et linoléique lui permet d’étre considérée comme une bonne source nutritionnelle par
le maintien des taux de cholestérol total et de LDL-cholestérol dans ses limites normales.

(Merzougui, 2015)

Les feuilles de Pistacia lentiscus L. contiennent des molécules bioactives, des composés
phénoliques, des glycosides, flavonoides et anthocyanes (Cheurfa et al, 2015). Ces
composés phénoliques contiennent de I’acide gallique et ses dérivés, des hétérosides, des
flavonols et des anthocyanidols (délphinidine 3—0- glucoside) (Abdelwahed et al, 2006),
dont 75% de ces composés sont des tanins hydrosolubles (tanins galloylés). (Mehenni et al.,

2016)
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I1.Généralités sur Petroselinum crispum
I1.1. Description botanique

Petroselinum crispum est une plante herbacée odorante de la famille des apiacées,
(Ombeliferes), couramment utilis€é en cuisine pour ses feuilles trés divisées. C’est
généralement une plante médicinale, bisannuelle de 25 a 60 cm de haut, trés ardmatique a
odeur caractéristique (Laouer, 2004). Ses tiges sont striées et ses feuilles sont glabres.

Les feuilles, vertes luisantes, sont généralement doublement divisées, surtout celles de
la base, les feuilles supérieures ayant souvent seulement trois lobes étroites et allongés. Les
fleurs, d’une couleur jaune verdatre tirant sur le blanc en pleine floraison, sont groupées en
ombelles composées comprenant huit & vingt rayons. Les ombellules sont munies d’un
involucelle a nombreuses bractées. (Wicht, 1999)

La racine allongée de type pivotant est assez développée. Elle est jaunatre, d’odeur forte

et aromatique. (Wicht, 1999)

I1.2. Classification botanique

Selon Cronquist (1981), la classification de Petroselinum crispum est décrite comme suit :

= Régne : Plantae.

= Sous-régne : Tracheobionta.
= Division : Magnoliophyta.
= Classe : Magnoliopsida.

= Sous-classe : Rosidae.

= Ordre : Apiales.

= Famille : Apiaceae.

= Genre : Petroselinum.

= Espece: Petroselinum crispum.

Figure 3 : Photographie montrant le persil (Petroselinum crispun). (Anonyme 1, 2020)
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11.3. Dénomination vernaculaire

Cette espece possede plusieurs noms vernaculaires (Mazouz, 2010) :

* Francais : Persil commun, Persil des jardins, Persil odorant, Persil cultivé ;
* Allemand : Petersilie, Petersil, Peterle ;
* Anglais : Parsely ;

* Algérien : Maadnous ;

I1.4. Répartition géographique

La famille des apiaceae est une famille cosmopolite, elle est trés commune en montagne
mais toutefois assez rare dans les régions tropicales. Elle est présente dans tous les continents
habités, mais dans les régions tempérées, avec toutefois, une prédilection pour I’hémisphere
Nord. (Esseid, 2018)

Petroselinum crispum est originaire des régions méditerranéennes. Aujourd’hui, elle est
cultivée dans le monde entier comme plante aromatique et pour ses propriétés nutritives.
(Hoseine et al., 2013)

Le persil apprécie les sols drainés mais humides, riches en humus et calcaires. On peut

le placer dans un milieu ensoleillé ou mi-ombragé. (Odil et al., 2007)

o

——
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e

Figure 4: Répartition géographique des Apiaceae. (Pimenov et al, 1993)
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I1.5. Utilisations traditionnelles et propriétés thérapeutiques

Depuis I’antiquité, le persil est considéré comme une plante aromatique et médicinale.
Elle est employée comme aromates dans la préparation culinaire, servant principalement
comme correcteur de gout dans I’industrie agro-alimentaire. Le persil sert a aromatiser les
viandes, les sauces, les salades, les poissons et les fromages (Wicht ez al, 1999). L huile
essentielle de persil est utilisée comme agent aromatisant ou comme parfum dans les parfums,

les savons et les crémes. (Simon ef al., 1988)

Les feuilles fraiches sont trés nutritives et constituent un apport naturel en vitamines et
en minéraux. Grace a la présence de ces nombreuses vitamines et minéraux, il a des vertus
revitalisantes et reminéralisantes. Il est conseillé aux personnes fatiguées, anémiées,

manquant d’appétit... (Paul, 2001)

En raison de sa teneur en huiles essentielles, le persil stimule les secrétions gastriques et
biliaires et favorise ainsi la digestion. Cette huile essentielle est également bénéfique en usage
externe, elle diminue les douleurs articulaires et musculaires causées par la goutte. Par
ailleurs, 1’utilisation de 1’huile essentielle de persil est une méthode naturelle efficace pour
soulager les hémorroides et les varices. L’huile essentielle dégage les voies respiratoires pour

combattre I’asthme et la toux. (Metchat, 2012)

Les graines de persil pouvaient étre 1'un des multiples constituants de la thériaque de la
pharmacopée maritime occidentale au XVIlle siecle. Le persil possédait aussi une action
anticellulite, en favorisant la diminution des réserves de graisse accumulées dans 1’organisme.
Le persil limiterait le risque de cancer, en aidant quotidiennement le corps a se débarrasser de

ses toxines. (Ziyyat et al., 1997)

L’ajout de persil dans la nourriture pendant 2 semaines augmente ’activité d’enzymes
antioxydantes telles que la glutathion-réductase et le superoxyde-dismutase, capables de
piéger les radicaux oxygenes. Le persil est riche aux flavonoides qui sont des anti-
inflammatoires et antioxydants. La myristicine et I'apiol dans les feuilles sont diurétiques,
utiles en cas d’anémie, asthénie trouble de 1’appareil génito-urinaire, rétentions urinaires de

prostate, troubles de 1’appareil circulatoire, régles insuffisantes. (Metchat, 2012)
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I1.6. Valeur nutritionnelle

Le persil est parmi les plantes les plus riches en composés antioxydants. Les principaux
de ces composés sont 1’apigenine, la luteine et le B-caroténe (Farzaei et al., 2013). Les
flavonoides sont les composées phénoliques dominants de cette plante, notamment la
quercétine, et ’isorhamnetine, ont était détectés dans les cultures de suspension cellulaire de
Petroselinum crispum. Les graines de persil contiennent de 3 & 7% d’une huile jaunatre dont
le profil chimique varie selon les chimio-types. Elle contient 24,8% de myristicine, 24,9% de
I’allyltétraméthoxybenzéne, 23,2% de L’a-pinéne et 7,9 du B-pipéne (Lamarti, et al., 1993 ;
Wei, et al., 2010). Les feuilles possedent également une huile essentielle dont la myricine et
I’apiol sont ces principaux composants, responsables de son activité antioxydante. (Farzaei et

al., 2013)

L’ensembles des travaux phytochimiques antérieures montrent que le persil et une
source intéressante de molécules bioactives dont les plus fréquentes, le persil est riche en
vitamine A, C et B9 100g du persil apportent respectivement 1’équivalent de 893,34 pg de
vitamine A, 190 mg de la vitamine C et 197 pg de la vitamine B9. Le persil est également

source d’autres vitamines B1, B2, B5, E.... (Farzaei et al., 2013)
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II1. Généralités sur les composés phénoliques

Les composés phénoliques constituent une famille de molécules largement distribués
dans le régne végétal et sont les métabolites secondaires les plus abondantes dans les plantes,
avec plus de 8.000 structures phénoliques connues, allant de simples molécules comme les
acides phénoliques a des substances hautement polymérisées comme les tanins. Comme
I’indique leurs noms, ils ce sont des composés possédant un ou plusieurs noyaux aromatiques

avec un ou plusieurs groupes hydroxyles.

Les composés phénoliques des végétaux sont généralement impliqués dans la défense
contres les rayonnements ultra-violets et les agressions par les agents pathogenes, les parasites
et les prédateurs. Ils contribuent aux couleurs des plantes. Ils sont omniprésents dans tous les
organes de la plante et sont donc une partie intégrante de I’alimentation humaine. Ils sont
partiellement responsables de 1’ensemble des propriétés organoleptiques des aliments
d’origine végétale. Par exemple, ils contribuent a 1’amertume et 1’astringence des fruits et jus

de fruits. (Jin-Dai et al., 2010)

IIs se différencient par la complexité du squelette de base, du degré de modification de
ce squelette, ainsi que par les liaisons possibles de ces molécules de base avec d’autres
molécules. Ils comprennent des mono-, di- et polyphénols dont les molécules contiennent
respectivement une, deux, ou plusieurs fonctions phénoliques (Benyamina, 2017). Selon leur

degré de complexité, on distingue:

% les monophénols
Dont les acides phénoliques comme les acides; coumarique, vanillique et caféiques.

(Cardanovic et al., 2005)

Un acide-phénol (ou acide phénolique) est un composé organique possédant au moins
une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. (Sahli, 2016)
Les acides phénoliques font partie des formes les plus simples des composés phénoliques. Ce
sont des produits végétaux secondaires qui se retrouvent couramment dans les aliments
d'origine végétale. Ils ont des propriétés pharmacologiques comme antioxydants, anti-
thrombose, anti-inflammatoires. On les trouve dans les fruits, les 1égumes, les noix et les

graines ainsi que dans le thé. (Chin-Lin ez al., 2006)
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Les acides phénoliques se composent de deux classes: les acides hydroxybenzoiques
sont directement dérivés de l'acide benzoique et comprennent, entre autres, les acides
galliques, p-hydroxybenzoique et les acides hydroxycinnamiques ont une structure C6-C3 et

comprennent les acides coumarique, café¢ique. (Dykes et al., 2006)

% Les polyphénols

Il a été¢ démontré que les polyphénols alimentaires jouent un role important dans la santé
humaine. Un régime alimentaire riche en fruits, de légumes et de grains entiers, qui sont
riches en polyphénols, a été associée a une diminution des risques de nombreuses maladies
chroniques, dont le cancer, le diabéte, les maladies cardiovasculaires, l'inflammation
chronique et de nombreuses maladies dégénératives. Des études récentes ont révélé qu’un bon
nombre de ces maladies sont liées au stress oxydatif généré par les especes réactives de
I'oxygéne et de I'azote. Les composés phytochimiques, en particulier les polyphénols, sont le
principal contributeur aux activités antioxydantes totales des fruits. Les polyphénols se sont
révélés étre de puissants antioxydants qui peuvent neutraliser les radicaux libres en faisant
don d'un électron ou d'un atome d'hydrogene, réduisant ainsi le taux d'oxydation en inhibant
la formation ou la désactivation des espéces actives et des précurseurs de radicaux libres
(Rong Tsao, 2010). Leur consommation se traduit par une augmentation transitoire de la

capacité anti-oxydante du plasma dans les heures qui suivant le repas. (Manach et al., 2005)

Les polyphénols sont également utilisés en agro-alimentaire et en cosmétiques et dans
I’industrie pharmaceutique comme additifs (Desmier, 2016). Griace aux propriétés
antimicrobiennes de certains polyphénols comme les flavan-3-ols, flavonols et les tanins ont
été proposés soit, pour développer de nouveaux conservateurs alimentaires, en raison de la
pression croissante des consommateurs sur l'industrie alimentaire pour éviter les
conservateurs synthétiques, soit pour développer des thérapies innovantes pour le traitement

de divers infections microbiennes. (Daglia, 2012)

La diversité et la large distribution des polyphénols dans les plantes ont conduit a
différentes facons de classer ces composés naturels. Les polyphénols ont été classés selon
leurs sources d'origine, leurs fonctions biologiques et leurs structures chimiques. En outre, la
majorité des polyphénols dans les plantes existent sous forme de glycosides avec différentes

unités de sucres et sucres acylés a différentes positions des squelettes des polyphénols (Rong
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Tsao, 2010). Selon leur diversité on distingue deux classes:

> Les flavonoides

Les flavonoides sont formés d’un squelette de base a 15 atomes de carbone et
constitués de deux noyaux aromatiques et d’un hétérocycle central de type pyrane, formant
une structure de (Ce-C 3-Cg) (Ghedira, 2005). Ce sont des pigments trés largement répondus
dans le réegne végétal (les fruits, les 1égumes, les graines ou encore les racines des plantes);
souvent responsables de la coloration des fleurs et des fruits (Kim ez al, 2004). Les
anthocyanes, pigments rouges ou bleus, les flavones et flavonols, de couleur créme ou jaune
clair, les flavanes dont les produits de condensation sont a 1’origine d’un groupe important de
tannins et les isoflavanes qui jouent un role dans la santé humaine. (Jean-Jacques et al,

2005)

Les flavonoides sont répartis en six sous-groupes : les flavones, les flavonols, les
flavanols les flavonones, les isoflavanes et les anthocyanes, selon 1’état d’oxydation du noyau
central C (Jin.Dai et al., 2010). La variation structurelle des flavonoides dans chaque sous-
groupe est en partie en raison du degré et du modele de I’hydroxylation, la méthoxylation.

(Archivion et al., 2007)

Les anthocynes (en grec anthos signifie fleurs, et kyanos signifie bleu) sont des
pigments hydrosolubles présents dans la plupart des espéces (Jin-Ming Kong ez al., 2003).
Ces pigments sont des dérivés du cation 2-phénylbenzopyrylium plus communément appelé
cation flavylium. Ils sont accumulés dans les vacuoles cellulaires (Jaclyn ez al, 2010) et ils
sont responsables des couleurs rouges, violettes et bleues dans les fruits, les 1égumes, les
fleurs et les graines, mais aussi jouent un role important dans la physiologie végétale comme

attracteurs des insectes et dans la dispersion des graines. (Kerio et al., 2012)

> Les tannins
Les tannins sont des composés phénoliques hydrosolubles ayant un poids moléculaire
compris entre 500 et 3000Da. (Brunet, 2008)
Les tannins ont une importance économique et écologique considérable, ils sont
responsables de I’astringence de nombreux fruits et [égumes et de leurs produits dérivés.

(Pascal et al., 2006)
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Les tannins sont des substances phénoliques naturelles d’origine végétale qui ont la
propriété de transformer la peau fraiche en un matériau imputrexible qui est le cuir. Cette
propriété de tannage provient de la création de liaisons entre les molécules de tannins et les

fibres de la peau qui présente aussi la propriété de précipiter les alcaloides. (Zimmer et al.,
1996)

Il est classique de distinguer deux grands groupes de tannins, différents a la fois par
leur réactivités chimiques et par leur compositions : les tannins hydrolysables et les tannins

condensés. (Pascal et al., 2006)

ITL.1. les antioxydants et le systéme de défense

Les antioxydants sont capables de piéger les radicaux libres en captant les électrons
célibataires en les transformant en molécules ou en ions stables. (Favier, 2003)
On distingue deux sources d’antioxydants, L’une est exogéne apportée par 1’alimentation
essentiellement, les fruits et les légumes (antioxydants non enzymatiques), 1’autre est

endogéne représentée par les enzymes (antioxydants enzymatiques). (Haleng et al., 2007)

ITI.1.1. Systéme antioxydant enzymatique
L’organisme se défend contre les radicaux en synthétisant des enzymes qui les
neutralisent. Les principales enzymes antioxydantes sont la superoxyde dismutase, la

glutathion peroxydase et la catalase. (Vincent et al, 2004)

% Superoxyde dismutase (SOD)
Ce sont des métallo-enzymes a manganése ou a cuivre et zinc présentes dans la
mitochondrie. L’enzyme catalyse la dismutation de 1’anion superoxyde en peroxyde

d’hydrogene qui pourra étre pris en charge par des enzymes a activité peroxydase. (Baudin,
2006)

2H* + 20, - — H,0; + 0
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% Glutathion peroxydase (GPx)

La GPx fait partie d’un systéme complet qui joue un rdle central dans le mécanisme
d’¢limination de H,O, .La GPx est ’enzyme clef du systeme antioxydant et nécessite la
présence de glutathion réduit (GSH) comme donneur d’électron (Figure 5). Le glutathion
dissulfite (GSSG) ainsi produit est a nouveau réduit par la glutathion réductase (GR) qui
utilise le NADPH comme donneur d’¢lectron. (Agrwal et al., 2005)

H20: GSH : g
GPx

H20 GSSG

NADP+

NADPH

Figure 5: Elimination du H,O; par les réactions enzymatiques combinées de la GPx et de la

GR. (Servais, 2004)

% Catalase (CAT)

La catalase est une enzyme tétramérique, dont chaque unité porte une molécule d’héme
et une molécule de NADPH, Elle catabolise les peroxydes d’hydrogeénes en molécules d’eau
pour prévenir la formation de radicaux hydroxyles. (Mates et al., 1999 ; Newsholme et al.,
2007)

La réaction de détoxification se déroule comme suit :

2 H;0; e 2H,0 +0-

IT1.1.2. Systéme antioxydant non enzymatiques

Ce systeme fait appel a des molécules non enzymatiques telles que les vitamines
antioxydantes (vitamine C et vitamine E), les caroténoides et les composés phénoliques
(Gardés-Albert ef al., 2003). La plupart des caroténoides et vitamine A interagissent avec
I’oxygene singulet et peuvent ainsi empécher 1’oxydation de plusieurs substrats biologiques

dont les acides polyinsaturés (AGPI). (Center et al., 2004)
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Il existe plusieurs membres dans le groupe des caroténoides mais le caroténoide le plus
connu et étudié est le P-caroténe, qui est un puissant antioxydant capable d’étancher
rapidement 1’oxygene singulet. (Fusco et al., 2007)

Contrairement aux enzymes antioxydants, ces composés ne sont pas synthétisés par

I’organisme et doivent étre apportés par I’alimentation. (Gardés-Albert et al., 2003)

% Vitamine E
La vitamine E (a-tocophérol) est le principal antioxydant. Elle neutralise les radicaux
libres et stoppe la chaine de réactions de peroxydation des lipides. Cette vitamine devient a
son tour un radical moins réactif, qui pourra étre régénéré par I’acide ascorbique. (Bationo et

al., 2015)

% Vitamine C ou acide ascorbique

Les apports en vitamine C se font principalement par les fruits frais (Kiwi, agrumes) et
par certains légumes comme les tomates, poivrons, brocolis (Marc ef al., 2004). C’est une
vitamine trés fragile qui peut facilement étre dégradée lors cuisson par exemple. (Lemoine,
20006)

Plusieurs ¢études rapportent un effet protecteur de la consommation de la vitamine C sur
I’incidence des cancers, dont ceux de la cavité buccale, du pharynx, de 1’cesophage, de
I’estomac et du pancréas. (Marc et al., 2004)

L’effet antioxydant de 1’acide ascorbique pourrait inhiber les processus d’oxydation et les
radicaux libres qui jouent un role important dans I’initiation et la promotion du processus

néoplasique. (Block, 1992 ; Carrac et al., 1999)

IT1.2. Les radicaux libres

Un radical libre est défini comme toute molécule possédant un ou plusieurs électrons
non appariés (André et al., 2004). Cette molécule est trés instable et réagit rapidement avec
d’autres composants, essayant de capturer I’¢lectron nécessaire pour acquérir la stabilité. Une
réaction en chaine débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable la plus proche en
lui arrachant son électron, et la molécule attaquée devient elle-méme un radical libre.
(Martinez-Cayuela, 1995)

En raison de ces électrons non appariés, les radicaux libres sont trés réactifs et

participent facilement aux réactions chimiques avec pratiquement tous les composantes
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cellulaires (lipides, protéines, glucides complexes et acides nucléiques) dans le corps. Ces
réactions se produisent a travers une chaine de réactions oxydatives provoquant des lésions

tissulaires. (Haleng et al., 2007)

Les étres humains sont constamment exposés aux radicaux libres, en effet les sources

des radicaux libres sont variées (Figure 6).

Pollution

Vieillissement

Hygiéne de vie
déséquilibrée

O Facteurs endogénes (intérieur)

Facteurs exogeénes (extérieur)

Figure 6: Sources de production des radicaux libres (Etablie par I’étudiant a base de
Favier, 2006).

II1.3. Les especes réactives d’oxygeéne (ROS)

Les especes réactives d’oxygene ROS est un nom générique donné a une variété de
molécules et radicaux libres dérivés de I’oxygene moléculaire. Ils jouent un role important de
signalisation dans les plantes, le controle des processus tels que la croissance, le
développement et surtout dans la réponse aux stimulis environnementaux biotiques et

abiotiques (Madkour, 2019). Cependant, des quantités excessives en ROS peuvent altérer
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I’équilibre de réduction-oxydation cellulaire (redox) et perturber les fonctions biologiques
normales, en effet lorsqu’il y a un déséquilibre entre les activités de ROS et les systémes de
défense antioxydants/récupérations, le stress oxydatif (OS) se produit. (Aprioku, 2013)

Les ROS comprennent les radicaux libres tels que I’anion de superoxyde (Oy-), le
radical hydroxyle (OH), ainsi que les molécules non radiques comme le peroxyde
d’hydrogene (H,0,), I’oxygeéne de singlet (102). La réduction progressive de l’oxygéne
moléculaire (O2) par I’exposition a haute énergie ou les réactions de transfert d’électrons
conduisent a la production du ROS hautement réactif.

Les espéces réactives d’oxygene (ROS) sont produites par des organismes vivants en
raison du métabolisme cellulaire normal et des facteurs environnementaux, tels que les
polluants atmosphériques ou la fumée de cigarette.

Les ROS sont des molécules trés réactives qui peuvent endommager les structures
cellulaires telles que les glucides, les acides nucléiques, les lipides et les protéines et modifier

leurs fonctions. (Madkour, 2019)

ITI.4. Le stress oxydatif

Le stress oxydant correspond a un déséquilibre entre les systémes pro-oxydants et
antioxydants, en faveur des premiers (Atmer, 2008). Il peut se produire en raison de la
surproduction d’oxydants, la diminution de la défense antioxydante ou une combinaison de
ces deux facteurs. (Ece et al., 2007)

Les protéines ainsi que les lipides sont les cibles principales des ROS (Serdar et al.,
2006). Ces derniers causent la peroxydation lipidiques, 1’oxydation des protéines et
I’altération de I’ADN. (Deatons, 2003)

Le stress oxydant n’est pas une maladie mais un mécanisme physiopathologique. Un
exces d’especes réactives mal maitris¢ (Mercan, 2010), est impliqué dans 1’apparition de
plusieurs maladies, 1’artériosclérose, le cancer, les maladies cardio-vasculaires, les maladies

inflammatoires et le processus de vieillissement. (Atmer, 2008)

% Origine de stress oxydatif
Le stress oxydatif peut avoir diverses origines, telles que la surproduction endogéne
d’agents pro-oxydants d’origine inflammatoire un déficit nutritionnel en antioxydants ou

méme une exposition environnementale a des facteurs pro-oxydants (tabac, alcool,
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médicaments, rayon ultraviolet, pesticides, ozone, amiante métaux toxiques). Selon Magder
(2006)
% Conséquences biochimiques du stress oxydatif
La production excessive de radicaux libres provoque des lésions directes sur des
molécules biologiques (oxydation de ’ADN, des protéines, des lipides, des glucides), mais
aussi des lésions secondaires dues au caractére cytotoxique et mutageéne des métabolites
libérés notamment lors de I’oxydation des lipides (Harris, 2002), parmi ces conséquences on

distingue:

» Peroxydation des lipides

Les acides gras polyinsaturés comme les acides linoléiques ou arachidoniques sont les
cibles privilégi¢es des ROS et plus particulierement des radicaux libres. Dans une premicre
étape, ils se transforment en peroxydes lipidiques (ROOH) qui peut étre mesurés au niveau
plasmatique, sous I’action de métaux de transition (fer, cuivre). Les peroxydes lipidiques se
décomposent ensuite en toute une série de sous-produits dont font partie les aldéhydes
(Pincemail et al, 1999). Les principaux marqueurs de l’oxydation lipidiques sont le
malondéaldéhyde (MDA), les hydroperoxydes lipidiques et le 4-hydroxynonenal (4-HNE).
(Guichardant et al., 2006)

> Peroxydation des protéines
Les modifications des structures primaires, secondaires, et tertiaires des protéines par
les ROS sont a la base de la formation des dérivés protéiques carbonylés via plusieurs
mécanismes incluant la fragmentation et 1’oxydation des acides aminés. (Pincemail et al,

1999)

» L’oxydation de L’ADN
Les especes réactives, et plus particulierement le radical hydroxyle (HO), peut induire
des cassures de I’ADN, des mutations ponctuelles (simples ou doubles brins) ou bien altérer
les systemes de réparation. Les ROS peuvent induire notamment des oxydations, des
nitrations ou des méthylations des bases. Ces modifications vont ainsi perturber la
transcription et la traduction par la suite, aboutissant a la formation d’une protéine tronquée
et/ou non fonctionnelle. Ces altérations sont souvent a Il’origine des phénoménes de

mutagénese, carcinogénese ou encore de vieillissement prématuré. (Valko et al., 2006)
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IV. Généralités sur le fromage
IV.1. Définition de fromage

Selon la norme (Codex STAN 283-1978), le fromage est défini comme étant le produit affiné
ou non affiné, de consistance molle ou semi dure, dure ou extra-dure, qui peut étre enrobé et dans
lequel le rapport protéines de lactosérum/caséines ne dépasse pas celui du lait. Il est obtenu par
coagulation compléte ou partielle du lait grace a I’action de la présure ou d’autres agents coagulants
appropriés et par égouttage partiel du lactosérum résultant de cette coagulation ; ou alors par emploi
de techniques de fabrication entrainant la coagulation du lait et/ou des produits provenant du lait, de
facon a obtenir un produit fini ayant des caractéristiques physiques, chimiques et organoleptiques

correspondant a la définition précédente.

IV.2. Définition de fromage frais

Un fromage frais est un produit fermenté ou non, obtenue par la coagulation du lait, de
la créme ou de leur mélange, suivi d’un égouttage et contenant au minimum 23g de maticre
séche pour 100g de fromage. (Grospiron, 1988 ; Larpent, 1997)

Les fromages frais sont préts a consommer dans les jours, voir les heures qui suivent
leur fabrication et sont si jeunes qu’ils ont a peine le temps de laisser se développer la saveur
potentielle du lait. Leur goit est donc en général décrit comme lactique ou laiteux, doux,

citronné, rafraichissant, acide ou proche de celui des agrumes. (Harbut, 2010)

IV.3. Composition de fromage frais

Le fromage a une longue tradition dans 1’alimentation humaine. Le taux élevé de lipides
et de protéines dans le fromage en fait un aliment nutritif, riche en énergie. Le fromage est
une source riche en nutriments essentiels, en particulier en protéines, en peptides bioactifs, en
acides amines, en lipides, en acides gras, en vitamines et en minéraux (tableau I). (Walther et

al., 2008)
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Tableau I: Composition moyenne pour 100g de fromage frais. (Eck et Gillis, 2006)

.. Valeur pour 100g de fromage frais
Composition
Eau 79¢g
Energie 118 Kcal
Glucides 4¢
Lipides 75¢g
Protéines 85¢g
Calcium 100 mg
Phosphore 140 mg
Magnésium 10 mg
Potassium 130 mg
Sodium 40 mg
Zinc 0.5 mg
Thiamine 0.03 mg
Riboflavine 0.15 mg
Niacine 0.15 mg

IV 4. Valeur nutritionnelle de fromage frais

Les fromages frais constituent une forme de conservation des protéines, des maticres
grasses ainsi que d’une partie du calcium et du phosphore du lait. Leurs qualités
nutritionnelles et organoleptiques sont trés appréciées par I’Homme. (Mahaut ez al., 2000)

Selon la FAO (1995), le lait destiné a la production du fromage blanc subit de nos jours
un chauffage intense (10 minutes a 95 °C), d'ou la formation d'un complexe caséines/
protéines qui, lors de l'acidification, précipite, de sorte qu'une forte proportion de protéines
sériques est entrainée avec la caséine et forme le fromage blanc. Ce dérivé lacté présente une
valeur biologique et nutritionnelle plus élevée, en raison d'un taux plus favorable en acides

aminés essentiels et notamment en acides aminés soufrés.

IV.5. Technologie de fabrication de fromage frais

Le schéma général de la technologie de fabrication des fromages frais est présenté¢ dans la

figure 7.
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Lait entier cru

d

Ecrémage (total ou
partiel)

d

Pasteurisation
(95°C/ 1-5 min)

Ensemencement Emprésurage
(2ml/100L)
| Caillé (pH < 4.55) |

d

| Brassage (30s) |

d

Egouttage

d

Fromage frais

Figure 7: Schéma général de la technologie de fabrication des fromages frais. (Jeantet et al.,
2008)
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IV.6. Généralités sur les bactéries lactiques

Les bactéries lactiques ont toujours occupé une place importante parmi les auxiliaires de
fabrication alimentaire. Leurs caractéres varient et leurs multiples propriétés sont largement
exploitées dans 1’agroalimentaire. Ces bactéries sont présentes dans notre alimentation
quotidienne que ce soit dans les produits laitiers (fromage, yaourt), certains produits végétaux
ou produits carnés. (Garrly et al., 1999)

Ce sont des bactéries a gram positif, immobiles, sporulées, catalases et oxydases
négatives, anaérobies ou aérotolérantes, uniquement capable de fermentation en aérobiose
comme en anaérobiose.

Selon le type de fermentation préférentiellement utilisé, les bactéries lactiques sont
dites :
-Homofermentaires : 1’acide lactique est le seul produit de la fermentation du glucose ;
-Hétérofermentaires : la fermentation du glucose aboutit a la formation d’acide lactique et

d’autres composés : éthanol, CO, et autres acides organiques. (Laurent et al., 2011)

Les bactéries lactiques utilisées dans I’industrie fromagere regroupent plusieurs genres

dont les principaux sont : Lactococcus et Lactobacillus.

% Lactococcus
Ces especes présentent un métabolisme homolactique et sont mésophiles puisque leur
température optimale de croissance est aux alentours de 30°C. (Casalta et al., 2008)
Les souches de lactococcus lactis sont largement utilisées comme souches de démarrage
pour la production de produits laitiers fermentés (Stephen ez al., 2000). En fermentant le lait,
elleS donneNT ainsi au produit fini des caractéristiques organoleptiques particulicres et

permettent une conservation plus longue. (Drouault et al., 1999)

% Lactobacillus
Les lactobacilles sont des batonnets a gram positif appartenant au groupe des bactéries
lactiques (LAB).
Leurs caractéristiques phénotypiques, telles que les capacités d’homo/hétérofermentation
jouent un role crucial dans le lait aigre, cru et dans la production des produits laitiers

fermentés tels que le fromage, le yaourt et le lait fermenté.
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Le genre lactobacillus est un groupe microbien hétérogeéne contenant quelques espeéces
et 27 sous-especes (Marion ef al, 2008). Les bactéries appartenant a ce genre sont des
bacilles longs et fins souvent groupés en chaines, se développant a un optimum de

température situ¢ entre 30 et 40°C. (Khalid et al., 1990)

Les bactéries du genre lactobacillus ont des besoins nutritionnels multiples pour leur
croissance. Elles ont besoins d’un approvisionnement en oxygene, des facteurs de croissances

essentiels tels que les purines, pyrimidines, vitamines et acides aminés libres. (Khalid et al.,
1990)
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Objectif du travail

Ce travail a été réalis¢ au niveau de laboratoire de contrdle de qualité alimentaire

« PREVOLAB » a EL’Kseur, Wilaya de Bejaia.

Notre travail s’est focalisé d’abord sur 1’enrichissement d’un fromage frais avec la poudre
de lentisque (Pistacia lentiscus) et celle du persil (Petroselinum crispum), puis, 1’étude de ses
caractéristiques physico-chimiques et microbiologiques. En parallele, la détermination des
teneurs en composés phénoliques et de 1’activité antioxydante des fromages enrichis par le test

DPPH a été réalisée.
I. Echantillonnage

Afin de réaliser un enrichissement d’un produit laitier (fromage frais) par des
antioxydants d’origine naturelle, on a utilis¢ des feuilles de Pistacia lentiscus et Petroselinum
crispum collectées en mois de mars 2020, dans la région de Tala Hamza, située sur la riviére de
I’Oued Soummam a sept kilometre de la ville de Bejaia. Ces feuilles ont été mises directement
dans des sachets en plastiques propres puis acheminer jusqu’au laboratoire de contrdle de

qualité alimentaire « PREVOLAB ».

I1. Traitement des échantillons
I1.1. Prétraitement des échantillons

Les feuilles de nos plantes médicinales « Pistacia lentiscus, Petroselinum crispum » ont
¢été soigneusement lavées plusieurs fois avec de I’eau minérale, égouttées puis séchées a 40 °C

dans une étuve pendant environ 6 jours.

Apres séchage, elles ont été broyées a 1’aide d’un broyeur électrique puis tamisées afin

d’obtenir une poudre fine dont le diametre des particules <250 um.

Les poudres ainsi obtenues sont conservées dans des bocaux en verre, puis stérilisées a
90°C pendant 5 min. Ces bocaux sont préalablement séchés a 1’étuve, hermétiquement fermés
et emballés dans du papier aluminium afin d’éviter le phénoméne d’oxydation des différents

composés phénoliques des plantes.
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I1.2. Préparation des échantillons de fromage

Le fromage frais utilis¢ dans cette étude a été fabriqué dans d’une laiterie au niveau de
EL’Kseur. Il a été directement récupéré apres €gouttage dans des buccaux stériles et acheminé
dans une glaciaire au laboratoire de contrdle de la qualité alimentaire, PREVOLAB.

Les échantillons de fromage servis pour notre étude ont été aseptiquement préparés comme
suit :
*  Fromage A: Fromage témoin
* Fromage B, C et D: sont les fromages enrichis par 0,005%, 0,010%, 0,025% de poudre
respectivement de Pistacia lentiscus préalablement stérilisée a 90°C/5 min dans un four
pasteur.
* Fromage E, F et G: sont les fromages enrichis par 0,005%, 0,010%, 0,025% de poudre
respectivement de Petroselinum crispum préalablement stérilisée a 90°C/5 min dans un

four pasteur.

Les échantillons de fromage ont été conservé dans des boites stériles et le suivi des
parametres physicochimiques et microbiologiques a été effectué a J+1 et aux 24 jours suivants

de conservation au réfrigérateur (6°C).
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Figure 08: Représentation schématique des étapes de I’expérimentation.
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I1. Analyses physico-chimiques

Un suivi des analyses physico-chimiques a été effectué apres I’addition des poudres de
Pistacia lentiscus et Petroselinum crispum au fromage frai a J+1 et aprés 24 jours de

conservation au réfrigérateur (6°C).

I11.1. Préparation des extraits aqueux des échantillons de fromage

Chaque échantillon de fromage (2g) a ét¢ homogénéisé avec 20mL d’eau distillée. Les
¢chantillons obtenus ont été centrifugés deux fois a 4500tr/min pendant 10min. Les surnagents

ont été récupérés et analysé. (Apostolidis ez al., 2006)

I11.2. Dosage des polyphénols totaux
* Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitu¢ par un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo012040). La méthode de Folin-
Ciocalteu est basée sur I’oxydation des cycles phénoliques, couplée a la réduction d’acide
phosphomolybdique. Le réactif de Folin-Ciocalteu voit ses propriétés colorimétriques
modifiées lorsqui’il est complexé a certaines molécules, il réagit avec la fonction OH des
phénols, cette réaction se traduit par le développement d’une coloration bleue foncée,
permettant de déterminer la concentration des polyphénols en se référant a une courbe
d’étalonnage a partir des concentrations connues. (Bucic-Kojic ez al., 2007; Ribérau-Gayon,
1968)

* Mode opératoire

La teneur en composés phénoliques totaux a été déterminée selon la méthode décrite par

Singleton et Rossi (1965).

Le protocole suivi est résumé dans la figure suivante :
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200 ul d’extrait aqueux

I

Iml du réactif de Folin-Ciocalteu (1/10)

(—

1 ml d’eau distillée

(—

Incubation a température ambiante pendant 1 min

¢

800 ul de carbonate de sodium (Na,C03) a 20%

—]

Incubation a température ambiante pendant 2 heures

—]

Mesure de 1’absorbance a 760 nm

Figure 09 : Protocole de dosage des polyphénols totaux. (Singleton et Rossi, 1965)

Expression des résultats

Les absorbances des échantillons sont lues a 760 nm grace a un spectrophotometre et les
concentrations en polyphénols totaux sont déduites d’apreés une courbe d’étalonnage établie

avec de I’acide gallique (Annexe III) a différentes concentrations.

Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent acide gallique par gramme de fromage

(mg EAG/g fromage).
II1.3. Dosage des flavonoides

* Principe
La teneur en flavonoides a été déterminée par la méthode colorimétrique au

trichlorure d’aluminium (Kim et al.,, 2003). Les groupements hydroxyles des flavonoides
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forment un complexe avec le tri-chloride d’aluminium (AlCI3). Ce complexe donne a la

solution une coloration jaunatre qui absorbe a 430 nm. (Ardestani et al., 2007)

* Mode opératoire

Le protocole suivi est résumé dans la figure suivante :

1 ml d’extrait aqueux

4

1 ml du réactif ALCL4

J

10 minutes d’incubation a température ambiante et
a I’obscurité

U

Lecture d’absorbance a 430 nm

Figure 10: Protocole de dosage des flavonoides. (Maksimovié et al., 2005).

* Expression des résultats

La quantification des flavonoides a été¢ faite en fonction d’une courbe d’étalonnage
linéaire réalisée par la quercétine (Annexe 1V), a différentes concentrations dans les mémes
conditions que les extraits. Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent de

quercétine par gramme de fromage (mg EQ/g de fromage).

II1.4. Evaluation de P’activité antioxydante par le test de DPPH
* Principe
Le 1,1-Diphényl-2-picrylhydrazul (DPPH) est un radical libre stable, de couleur violacée

qui absorbe a 517nm. En présence des composés anti-radiculaires, le radical DPPH est réduit et
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change de couleur en virant au jaune. Les absorbance mesurées a 517nm servent a calculer le
pourcentage d’inhibition du radical DPPH, qui est propositionnel au pouvoir antioxydant.

(Chaabi, 2008)

* Mode opératoire

Dans des tubes a essai, 1,95ml de solution DPPH sont introduits, puis 50uL d’extrait
aqueux de chaque échantillon ont été ajoutés. Aprés 30 min d’incubation a I’obscurité, une

lecture des absorbances a été faite a 517nm. (Apostolidis ez al., 2006)

* Expression des résultats

Le pourcentage d’inhibition des radicaux libres DPPH" (%I) a été calculé selon la

formule suivante :

%I = (1- Absorbance d’échantillon /Absorbance du control) X100

II1.5. Mesure de ’acidité titrable

* Principe
L’acidité titrable représente la somme des acides minéraux et organiques présents dans le
produit. Elle est exprimée en fonction de 1’acide dominant. Elle est déterminée par titration
avec une solution d’hydroxyde de sodium (0,1N) en présence de la phénolphtaléine comme

indicateur coloré. (Shori et Baba, 2013)

* Mode opératoire

Quelques gouttes de phénolphtaléine ne sont ajoutées a 10mL de solution de fromage,
puis titrée avec une solution de NaOH (0,1N) jusqu'a I’apparition d’une couleur rose. Pour le
fromage, une dilution est d’abord effectuée en ajoutant 9 mL d’eau distillée a 1g de fromage.

(Shori et Baba, 2013)

* Expression des résultats

Les résultats sont exprimés en degré Dornic (°D). Il correspond a la valeur lue sur la

burette apres le titrage en appliquant la formule suivante :
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Acidité (°D) = Vx10

V (ml) : Volume de la chute de la burette.
I11.6. Détermination de la teneur en matiéres grasses

La matiére grasse est déterminée par la méthode de Gerber ou méthode

acidobutyrometrique de VAN GULIK (ISO : 3433-2002).

* Principe
La matiere grasse de fromage est séparée par centrifugation au butyrométre, apres avoir
dissous les protéines du fromage par 1’acide sulfurique. La séparation de maticre grasse est
favorisée par I’addition d’une petite quantité d’alcool iso-amylique. La teneur en mati¢re grasse

est obtenue par lecture directe sur I’échelle du butyrometre.

* Mode opératoire

Dans un contenant en verre préalablement taré, on introduit 3 g de I’échantillon de
fromage. On met le gobelet dans la panse du butyrometre et on fixe le bouchon au col, on
ajoute 1’acide sulfurique par 1’ouverture de la tige jusqu’a ce que le niveau d’acide dépasse le

gobelet de 2mm environ.

Apres avoir bouché I’ouverture de la tige, le butyrométre est placé dans un bain d’eau a
65°C. On agite de temps en temps le butyrométre dans un plan horizontal jusqu’a dissolution
compléte de la prise d’essai. On ajoute Iml d’alcool iso-amylique, ensuite de 1’acide sulfurique
jusqu’au trait 35ml de la graduation. Le butyrométre est agité énergiquement dans un agitateur
vortex pour rendre le liquide homogene qu’est placé ensuite dans le bain d’eau pendant 5

minutes.
On centrifuge pendant 10 minutes et on place de nouveau le butyrométre dans le bain

d’eau pendant 5 minutes. La teneur en manieres grasses est lue directement sur la graduation du

butyrometre et les mesures sont effectuées en triple.
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IV. Analyses microbiologiques

Apres addition de la poudre de Pistacia lentiscus et la poudre de Petroselinum crispum
aux fromages frais, les levures et moisissures ainsi que les coliformes totaux ont été recherchés

alJ+l.

Afin d’évaluer I’effet du Pistacia lentiscus et Petroselinum crispum sur la flore lactique, deux
suivis ont été effectués pour les échantillons de fromages enrichis pendant 24 jours de
conservation. L’un s’est effectué¢ au 1% jour de I’enrichissement et I’autre au 24°™ jour de

conservation.

% Préparation de la solution meére

Avant d’ouvrir la boite du fromage et afin d’éliminer toute source de contamination, sa
surface extérieure a été soigneusement nettoyé avec de I’éthanol. 10 g de fromage sont
homogénéisés dans 90 ml d’eau physiologique stérile, préchauffée a environ 45°C pendant
quelques secondes, ce qui forme la solution mére (10'). Une série de dilutions décimales est
réalisée en prélevant 1 ml de la solution meére dans 9 ml d’eau physiologique stérile, ce qui
constitue la dilution 10, puis aprés homogénéisation de cette derniére, la méme opération est

répétée pour la préparation du restes de dilutions.

10g de fromage 1ml  1ml 1ml 1ml  1ml 1ml  1ml 1ml

/\g’*u_m}m}m} D L7 A LT A LT A

o
1 .2 -3 -4 -5 -6 -7 -8

Fromage  90ml d’eau

frais  physiologique 10" 10" 10~ 10 10 10 10 10
stérile

Figure 11: Préparation de la solution mére et les dilutions jusqu’a la dilution 10-8
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IV.1. Dénombrement de la flore lactique
IV.1.1 Dénombrement des lactococcus

Le milieu de culture et de dénombrement de base des lactococcus est le M17. Le milieu
est ensemencé dans la masse. L’incubation se fait a 37°C pendant 48 heures.
L’isolement a été réalisé sur gélose M17, par ensemencement en masse a raison de Iml des

dilutions 10”10 1077, et incubation se fait a 37°C pendant 48 heures. (Guiraud, 2003)

1V.1.2 Dénombrement des lactobacilles

Le milieux de culture et dénombrement de base des lactobacilles et le MRS (Man,
Rogosa, Sharpe). Le milieu est ensemencé dans la masse. L’incubation se fait en anaérobiose a
37°C pendant 48 heures (Guiraud, 2003).

L’isolement a été réalisé sur gélose MRS, par ensemencement en masse a raison de 1ml des

dilutions 10® et incubation a 37°C.

* Expression des résultats

Les colonies ont ¢été comptées sur les boites. Pour chaque micro-organisme
caractéristique, le nombre de micro-organismes par gramme d’échantillon a été calculé en tant

que moyenne pondérée a partir de deux dilutions successives. (AFNOR, 2004)

N=2XC/v (n1+0,1n2)d

Ou:

C: la somme de colonies comptées sur toutes les boites retenues de deux dilutions
successives ;

= V:volume de I’inoculum (ml).

* 1l :nombre de boites retenues a la premiere dilution ;

= n2:nombre de boites retenues a la deuxiéme dilution ;

= d: taux de dilution correspond a la premicre dilution retenue.
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IV.2. Dénombrement de levures et moisissures

* Principe
Les leveurs et moisissures sont des microorganismes qui, aprés ensemencement en
surface sur un milieu inhibiteur pour les bactéries aérobies (gélose OGA), forment des colonies

apres incubation a 20 a 25°C pendant Sjours. (AFNOR, 1981)

* Mode opératoire

Ensemencement en masse de Iml de la suspension meére dans la gélose OGA. Apres
solidification, les boites ont été incubée a 35°C/5jours. Le nombre de micro-organismes
caractéristiques aux levures et moisissures par gramme d’échantillon, correspond au nombre de
colonies comptées sur la boite ensemencée multiplié par deux. Une boite témoin contenant
environ 15ml de gélose OGA et une autre contenant 1ml d’eau physiologique et environ 15ml

du milieu OGA ont été préparées pour controler leur stérilité.

e Lecture

Pour les levures et les moisissures, ils sont faciles a rechercher et dénombrer mais comme
toujours, il faut qu’utilise la coloration de gram et le microscope pour confirmer. Pour les
levures : aspect souvent identique a celui des colonies bactériennes. Elles peuvent avoir des
formes convexes ou plates et sont pigmentées, souvent opaques, et ont une odeur
caractéristique. Pour les moisissures : colonies toujours pigmentées épaisses, a aspect velouté

et parfois envahissantes.

I1V.3. Dénombrement de coliformes totaux

* Principe
Le milieu utilis¢ est la gélose bili¢e lactosée au rouge neutre et au cristal violet, c’est un
milieu sélectif qui permet de dénombrer les coliformes par ensemencement en masse.

(Larpent, 1997)
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* Mode opératoire

A partir des dilutions 10™" et 107, prélever aseptiquement 1 ml dans quatre boites de pétri
stériles, couler ensuite environ 15 ml de VRBL. L’ensemencement se fait en double couches, et

I’incubation se fait a 37°C pendant 24 heures.

e Lecture

Le développement des coliformes sur milieu VRBL s’exprime par D’apparition des
colonies rouges rondes. Les colonies des coliformes totaux se présentent sous forme de
colonies rouges foncées et d’un diamétre de moins de 0,5 mm et ayant une forme ronde et

lenticulaire.

V. Analyse statistique

Toutes les données représentent la moyenne des trois essais. Pour la comparaison des
résultats, 1’analyse de la variance, ANOVA (STATISTICA 5.5) est utilisée et le degré de

signification des données est pris a la probabilité¢ P<0,05.
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Reésultats et discussion

I. Analyses physico-chimiques
I.1. Teneurs en polyphénols totaux (PPT)

Les teneurs en polyphénols totaux obtenues pour les différents fromages durant la

conservation sont présentées dans la figure 12:

40
3 : ~
35 c M fromage A
< b b
= 330 C Bfromage B
en oo d
= < —
~ g 25 Ofromage C
o o e
: &= 20 Bfromage D
@ f
E EJJ 15 MFromage E
2 =
5 2 10 OFromage F
=
ﬁ 5 B Fromage G
0
J+1 J+24
Durée de conservation (jours)

Figure 12: Evolution des teneurs en polyphénols totaux (PPT) des fromages, en fonction de la

durée de conservation.

Les valeurs portant des lettres différentes sont significativement différentes (P<0,05). Les

résultats sont classés par ordre croissant (a>b>c>d>e).

D’aprés la figure 12, nous remarqueons que la teneur en PPT du fromage témoin (Fromage
A) est pratiquement constante tout au long de la durée de conservation. Néanmoins, cette teneur
augmente au fur et a mesure de l’augmentation des pourcentages des poudres de Pistacia
lentiscus et de Petroselinum crispum incorporées dans les fromages.
Ces teneurs sont proportionnelles a la durée de conservation. En effet, les teneurs passent de

20,12ng EGA/g de fromage pour le fromage B et de 21,12ug EGA/g de fromage pour le fromage
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E au 1% jour de conservation pour atteindre 22,14ug EGA/g de fromage et 24,33ug EGA/g de

fromage respectivement au 24°™ jour de conservation.

Les résultats trouvés dans la présente étude nous indiquent que les teneurs en PPT des
fromages enrichis par la poudre de Petroselinum crispum sont plus élevées que celles trouvées
dans les fromages enrichis par la poudre de Pistacia lentiscus.

Ces teneurs peuvent varier selon un certain nombre de facteurs. Les facteurs contribuant a la
variabilité dans la teneur en PPT pourraient étre liée au cultivar, au stade de maturation, des

conditions climatiques et de la période de récolte. (Paré, 1991)

En plus, la détermination quantitative des PPT selon la méthode de folin-ciocalteau n’est
pas trés spécifique car elle ne donne pas d’indiction sur la nature des PPT présentes dans 1’extrait.
En outre, certaines substances, telles que la vitamine C, les caroténoides, les sources réducteurs et
les acides aminés aromatiques, peuvent, en réduisant le complexe phosphotungstique -
phosphomolybdénique, interférer et conduire a une surestimation de la teneur en PPT. En effet,
cette méthode donne un apercgu sur la qualité réductrice d’un ensemble de composés en plus des

PPT. (Cariado et al., 2004 ; Tasioula et al., 2001)

L’analyse ANOVA au seuil de signification P<0,05 a révélé une différence significative

entre les six fromages (B, C, D E, F, G) au J+1 et au 24°™ jour de conservation a 6°C.

1.2. Teneurs en flavonoides

Les teneurs en flavonoides obtenues pour les différents fromages durant la conservation

sont présentées dans la figure 13:
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Figure 13: Evolution des teneurs en flavonoides des fromages, en fonction de la durée de

conservation.

Les valeurs portant des lettres différentes sont significativement différentes (P<0,05). Les

résultats sont classés par ordre croissant (a>b>c>d>e).

Les teneurs en flavonoides extraits dosés pour les fromages enrichis (fromages : B, C, D, E,
F et G) et fromage témoin (fromage A), variaient de 9,11ug EQ/g de fromage a 25,33ug EQ/g de
fromage respectivement.
La teneur en flavonoides pour les fromages enrichis augmente au fur et & mesure de
I’augmentation de la concentration des poudres de Pistacia lentiscus et de Petroselinum crispum

incorporées dans les fromages.

En effet, pour les fromages enrichis par la poudre de Pistacia lentiscus, Les teneurs en
flavonoides passent de 12,12ug EQ/g de fromage pour le fromage B, 16,33ug EQ/g de fromage
pour le fromage C, 21,22ug EQ/g du fromage pour le fromage D a J+1 de conservation, pour

atteindre 13,4pg EQ/g de fromage, 16,22ug EQ/g de fromage, 23,22ug EQ/g de fromage
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Respectivement au 24°™ jour de conservation a 6°C. Pour les fromages obtenus avec 0,005%,
0,010%, 0,025% de poudres respectivement. En outre, pour les fromages enrichis par la poudre
de Petroselinum crispum. Les teneurs en flavonoides passent de 17,72pg EQ/g de fromage pour
le fromage E, 19,92ug EQ/g de fromage pour le fromage F, 24,22ug EQ/g de fromage pour le
fromage G au J+1 de conservation, pour atteindre 17, 33pug EQ/g de fromage, 19,9 ng EQ/g de
yeme

fromage, 25,33 pug EQ/g du fromage respectivement au 24™" jour de conservation a 6°C, pour les

fromages obtenus avec 0,005%, 0,010%, 0,025% respectivement.
Les résultats trouvés dans la présente étude nous indiquent que les teneurs en flavonoides
des fromages enrichis par la poudre de Petroselinum crispum sont plus élevées que celles

trouvées dans les fromages enrichis par la poudre de Pistacia lentiscus.

Selon (Rawel et al., 2005), les méthodes de conservations et d’expositions a la lumiére des

plantes peuvent affecter la teneur en flavonoides.

L’analyse ANOVA au seuil de signification P<0,05 a révélé une différence significative
entre les fromages (B, C et D) au J+1 et au 24°™ jour de conservation a 6°C. Pour les autres
fromages aucune différence n’a était révélée.

1.3. Activité antiradicalaire

Les résultats obtenus pour le test d’inhibition du radical DPPH sont présentés dans la figure
14:
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Figure 14: Evolution de I’activité antiradicalaire des fromages obtenus au cours de la

conservation.

Les valeurs portant des lettres différentes sont significativement différentes (P<0,05). Les

résultats sont classées par ordre croissant (a>b>c>d>e).

D’aprés les résultats obtenus en figure 14, les fromages enrichis présentent une activité
antioxydante élevée par rapport au fromage témoin (Fromage A). Le pouvoir antiradicalaire est
proportionnel a la concentration des poudres des feuilles séchées incorporées dans les fromages.
L’augmentation du pourcentage d’inhibition du radical DPPH est due au clivage et la libration
des composées phénoliques a des puissances plus élevées, ce qui induit une forte activité

antiradicalaire.

Les allures d’histogramme nous indiquent que I’extrait du fromage G présente une
meilleure activité antiradicalaire avec un taux de 25,33% pour le fromage enrichis avec la poudre
de Petroselinum crispum a 0,025% ainsi que pour les fromages enrichis par Pistacia lentiscus. Le
fromage D présente I’activité antiradicalaire la plus élevée activité avec un taux de 23,22% pour

le fromage obtenu avec 0,025% de poudre seche.
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Les fromages enrichis par Petroselinum crispum possedent un pouvoir antiradicalaire plus
important que ceux enrichis par Pistacia lentiscus. Cela peut étre expliqué par la différence des
teneurs en composés phénoliques et en flavonoides qui ont un pouvoir d’agir comme des agents

réducteurs en donnant plus d’atomes pour stabiliser les radicaux libres. (Pietta, 2000)

L’activité antioxydante dépend de plusieurs facteurs, par exemple : la concentration des
extraits, la méthode d’évaluation, la sensibilité¢ des antioxydants a la température de 1’essai et la

nature hydrosoluble ou liposoluble de I’antioxydant. (Ghedadba et al., 2015)

L’analyse ANOVA au seuil de signification P<0,05 a révélé une différence significative
entre les fromages (B, C, D, et F) au J+1 et au 24°™ jour de conservation a 6°C. Pour les autres

fromages aucune différence n’a était révélée.

1.4. L’acidité titrable

Les résultats de suivi de 1’acidité Dornic du fromage témoin (A) et six fromages enrichis

avec les deux plantes médicinales lentisque et le persil sont présentés dans la figure 15:
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Figure 15: Evolution de ’acidité Dornic des fromages en fonction de la durée de conservation.
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Les valeurs portant des lettres différentes sont significativement différentes (P<0,05). Les

résultats sont classées par ordre croissant (a>b>c>d>e).

Le suivi de I’évolution de 1’acidité Dornic au cours de la conservation (1% / 24°™ jour) a
6°C, pour le fromage frais témoin (fromage A) a montré que ce paramétre varie entre (22°D -
19°D) ou on remarque la stabilité de ce dernier tout au long de la conservation, 1’analyse de la

variance ANOVA au seuil de signification n’a révélé aucune différence significative.

L’acidité Dornic des fromages enrichis (B, C, D, E, F, G) enregistre des valeurs comprises
entre (18°D — 13°D) pour J+1 et (17,5°D — 12,02°D) pour le J+24 de conservation, donc on

remarque une légére diminution entre le 1% jour et 24°™ jour de conservation.

Toutefois, ces valeurs de ’acidité Dornic pour le fromage témoin et les fromages enrichis
sont inférieurs a la norme algérienne (FAQO, 2012) qui toleére des valeurs entre 65°D et 80°D pour

le fromage frai.

Les variations de 1’acidit¢ Dornic au cours de la conservation s’expliquent par la
fermentation lactique assurée par les bactéries lactiques présentes dans le fromage. En effet, cette
variation est le résultat de I’influence de divers facteurs liés a la concentration de la plante elle
méme, a la nature de la plante (espece), en plus de ’influence de la charge microbienne initiale

du lait et les conditions d’hygiéne, de manipulation et de conservation. (Mahaut et al., 2000)

L.5. Teneurs en matieres grasses

La maticre grasse des produits alimentaires a des fonctions nutritionnelles, sensorielles et
technologiques. Elle participe a la structure et a la durée de vie des aliments. Elle intervient dans
la qualité organoleptique des produits alimentaires, contribue au développement d’arémes et de la
saveur du fait qu’elle est une source de composés ardmatiques liposolubles. (Souliac et al., 2016)

Les résultats de la mesure de la matiere grasse, en pourcentage, sont donnés dans le tableau N°II:
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Tableau N°II : Teneurs en maticres grasses des fromages durant la conservation.

Produits Teneurs en MG J+1 (%) Teneurs en MG J+24 (%)

Fromage A 15a 15a

Fromage B 15a 14,3a
Fromage C 15a 14,3a
Fromage D 15a 14a

Fromage E 15a 14,2a
Fromage F 15a 14,1a
Fromage G 15a 14,2a

Nous pouvons constater que les teneurs en maticres grasses des différents échantillons de
fromage restent pratiquement constantes durant la période de conservation. L’analyse statistique

(P>0,05) n’a révélé aucune différence significative entre les échantillons analysés.

D’aprés Vignola (2002), cela est probablement dii a une absence d’activité lipolytique.
Les bactéries lactiques sont considérées comme faiblement lipolytiques par comparaison avec
d’autres espéces bactériens telle que les Pseudomonas acinetobacter ou flavobacterium,
cependant leurs présences dans le fromage & des concentration élevées et pendant des périodes
plus ou moins importantes peut les amener a libérer des quantités non négligeables d’acide gras

libres. (Karam et al., 2012)
Selon Luquet (1990), la teneur en mati¢res grasses dans un fromage frais doit étre inférieure

ou égale a 20g pour 100g de fromage frais ; ce qui concorde avec les résultats obtenus dans la

présente étude (14 — 15 %).
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I1. Analyses microbiologiques

Les analyses microbiologiques ont ét¢ effectuées dans le but d’assurer la qualité et la
conformité de fromage frais.

Les résultats obtenus sont illustrés dans le tableau ci-dessous :

Tableau N°III : Qualité microbiologique de fromage frais.

Germes recherchés Observation Norme
Coliformes thermo-tolérants Abs 10°
Moisissures et levures Abs 10*

D’aprés les résultats de 1’analyse microbiologique, on constate que les poudres incorporées
(poudre de Pistacia lentiscus et de Petroselinum crispum) et les produits finis (les fromages
enrichis) sont sains et conformes aux normes exigées par le Journal Officiel Algérien, (1998).

Le résultat d’absence des levures et moisissures indique le respect d’une bonne pratique
d’hygiéne au niveau de laboratoire avant et aprés 1’incorporation des poudres de lentisque et de
persil.

L’absence des coliformes thermo-tolérants dans les échantillons analysés est une preuve

d’un bon respect des conditions et de la conservation.

I1.1.Evolution de la Flore lactique

Dans cette partie, on s’est intéressé a 1’effet de 1’addition des poudres des plantes sur la
flore lactique durant la conservation et pour cela, nous avons effectué un suivi de la charge en

Lactocoques et en Lactobacilles au J+1 et au J+24.

Le Taux d de la flore lactique dénombré dans les échantillons de fromage enrichi est illustré

dans les tableaux ci-dessous :
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Tableau N°IV : Evolution des Lactocoques dans les fromages produits au cours de la

conservation.

Echantillon Taux de Lactocoques a J+1 Taux de Lactocoques a
(UFC/g) J+24
(UFC/g)
Fromage A 9.10° 6.10°
Fromage B 9.10° 53.10°
Fromage C 8,9.10° 5,1.10°
Fromage D 8,7.10° 4,9.10°
Fromage E 8,9.10° 5,5.10°
Fromage F 8,9.10° 5.10°
Fromage G 9.10° 3,9.10°

Tableau N°V : Evolution des Lactobacilles dans les fromages produits au cours de la

conservation.

Echantillon Taux de Lactobacilles a J+1 Taux de Lactobacilles a

(UFC/g) J+24

(UFC/g)

Fromage A 9,5.10° 6.10°
Fromage B 9,4.10° 5.10°
Fromage C 9.4.10° 4,8.10°
Fromage D 9,3.10° 4,7.10°
Fromage E 9,3.10° 5.10°
Fromage F 9.4. 10° 4.9. 10°
Fromage G 9,4.10° 4,3.10°
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Les observations enregistrées démontrent que le taux de la flore lactique du fromage témoin
(Fromage A), était de 9.10° UFC/g au J+1 pour les Lactocoques et de 9.10° UFC/g au J+1 pour
les Lactobacilles ; aprés conservation, une diminution a été constatée jusqu’a atteindre une
charge de 6.10° UFC/g au J+24 pour les Lactocoques ainsi,que pour les Lactobacilles.

Cet abaissement de la teneur de la flore lactique pourrait s’expliquer par les conditions
défavorables de la croissance des bactéries lactiques dont :

* Laréfrigération a 6°C qui a stopp¢ la multiplication de la flore lactique.

¢ La transformation de la totalité du lactose en acide lactique (absence du substrat).

La charge microbienne de la flore lactique (Lactocoques et Lactobacilles) diminue au cours
de la période de conservation, en prenant exemple le fromage B (tableau N°IV) dont le Taux de
la flore lactique était de 9. 10° UFC/g au J+1 pour les Lactocoques et de 9,5. 10° UFC/g au J+1
pour les Lactobacilles, s’abaisse jusqu’a atteindre 5,3. 10° UFC/g au j+24 pour les Lactocoques
et 5. 10° UFC/g au J+24 pour les Lactobacilles.

Il en est de méme pour le fromage E avec un Taux de 89. 10° UFC/g au J+1 pour les
Lactocoques et de 9,3. 10° UFC/g au J+1 pour les Lactobacilles qui s’abaisse jusqu’a atteindre
5,5. 10° UFC/g au J+24 pour les Lactocoques et 5. 10° UFC/g au J+24 pour les Lactobacilles.

Par ailleurs, 1’augmentation des concentrations des poudres de Pistacia lentiscus et de
Petroselinum crispum dans les fromages ont entrainés une légeére diminution du nombre bactérien

remarquable dés le J+1.

Aucune réglementation ne préconise une charge de flore lactique spécifique aux fromages
frais, la perte de viabilité de la flore lactique au cours de la réfrigération est généralement réduite.

(Ray, 1996)
La diminution de la flore lactique serait aussi due a 1’augmentation de I’acidité (phénoméne de

post-acidification) ou a I’effet antibactérien de la poudre de Pistacia lentiscus et de Petroselinum

crispum. (Boutelis et al., 2018)

47



CONCLUSION



Conclusion

De nos jours, I'utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a recu un grand
intérét dans la recherche biomédicale. Ce regain d’intérét vient d’une part, du fait que les
plantes médicinales représentent une source inépuisable de substances et de composés
naturels bioactifs et d’autre part, du besoin de la recherche d’une meilleure médication par

une thérapie plus douce et sans effets secondaires.

Notre étude s'est portée sur l'enrichissement d'un fromage frais par les poudres des
plantes médicinales et aromatiques (Pistacia lentiscus et Petroselinum crispum), dans le but
de suivre leurs effets tout au long de la conservation sur la flore lactique et sur certains
parametres physico-chimique. De plus que, améliorer I'appréciation du consommateur et lui

offrir un produit de qualité et de conformité.

Les résultats des analyses physicochimiques et microbiologiques ont montré que les
sept fromages frais sont propres a la consommation et possédent une qualité conforme aux

normes.

Les résultats des dosages phytochimiques ont montré que les fromages enrichis par la
plus grande concentration de poudre (0,025%), ont révélé une forte teneur en polyphénols
totaux de 1’ordre de 36,66pg EGA/g de fromage pour le fromage D enrichi par la poudre de
Pistacia lentiscus, et de 36,22ug EGA/g de fromage pour le fromage G enrichi avec la poudre

de Petrselinum crispum.

Le fromage G enrichi en poudre de persil renferme des quantités en flavonoides plus
importantes que le fromage D enrichi en poudre de lentisque. Par ailleurs, les fromages (B, C,
E et F) ont présenté des teneurs trés appréciables en flavonoides par apport au fromage témoin

(fromage A).

L’étude de I’activité antioxydante des poudres de plantes médicinales Pistacia lentiscus
et Petroselinum crispum a montré que toutes ces poudres ont un pouvoir antioxydant puissant,
exprimé par le piégeage du radical DPPH. Cette activité est puissante pour la poudre de persil

dont le pourcentage de neutralisation est de 1’ordre de 25,33%.

L’ajout de la poudre de persil et de lentisque au le fromage frais a pu modifié¢ le
pourcentage de I’acidité, tandis que les teneurs en matiéres grasses des différents échantillons

des fromages reste pratiquement constantes tout au long de la conservation.
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Les résultats obtenus du suivi de I’évolution des Lactobacilles et des Lactocoques ont
révélé que les échantillons de fromage en renferment des charges élevées aux premiers jours;
une charge bactérienne qui diminue progressivement lors de la conservation jusqu’a atteindre
des valeurs faibles au J+24, ce qui pourrait étre dii a la présence de certains composés
antimicrobiens générés par les bactéries lactiques au cours de la conservation et qui peuvent

avoir des effets inhibiteurs.

Ces résultats restent préliminaires et ne constituent bien évidemment qu’une premicre
étape de recherche. Des études complémentaires, précises et approfondies, seraient

nécessaires. Elles se résument dans les points suivants :

» Suivre d’autres paramétres physicochimiques tel que le taux de protéines au cours de la
conservation.

» Réaliser une analyse sensorielle pour mieux apprécier 1’acceptabilité du produit par le
consommateur.

» Faire une ¢étude comparative de 1’'impact des composés phénoliques dans un produit

laitier et dans une boisson non lactée, sur I’organisme.
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Annexe I: Appareillage et équipements utilisés

Appareillage et Verriéres et Reéactifs Milieux de culture
équipements accessoires
-Broyeurs -Bécher -Eau distillée -VRBL
-Agitateurs -Fiole géorgée -Acétone -OGA
-Etuve -Eprouvettes -méthanol -MRS
-plaque chauffante -Tubes a essai -Acide quercitrine -M17
-Spectromeétre -Papier aluminium -Folin -PCA

-Entonnoirs
-Micropipette
-Gant

-Boites de pétri
-Picette
-Portoirs
-Spatule
-Papiers filtre
-Flacons

-Pipette graduée

-Carbonate de
Sodium

-Alcl3
-phénolphtaléine
-NAOH

-Eau physiologique
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Annexe II: Préparation de milieux de cultures

Tableau I : Composition du milieu VRBL

Composition g/l
- Peptone 7g
- Extrait de leveur 3g
- Lactose 10g
- Chlorure de sodium S5¢g
- Mélange sel biliaire 1,5¢
- Cristal violet 0,002¢g
- Rouge neutre 0,03g
- Agar-agar 15¢
- Eau distillée 11

Tableau II: Composition du milieu OGA

Composition g/l
-Extrait de levure Sg
-Glucose 20g
-Agar-agar 12g
- Eau distillée 11

Tableau III: Composition du milieu MRS

Composition g/l
-Extrait de viande de beeuf 8g
-Extrait de levure 4¢g
-Glucose 20g
-Tween80 Iml
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Tableau I'V: Composition du milieu M17

Composition g/l
-Tryptone 2.5¢g
-Peptone pepsique de viande 2.5¢g
-Peptone papainique de soja 5g
-B-Glycérophosphate de sodium 19¢
-Lactose S5g
-Extrait de viande 2g
-Sulfate de magnésiums S5g
-Acide ascorbique 0.5
Agar-agar 14.

Annexe III:

Absorbances 725 nm

Courbe cfémfonnage de Cacide gaﬂ'iclue

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0
0 0,02 0,04

Concentrations (mg/ml)

0,06

0,08

y =9,7897x - 0,0012

R?= 10,9956

Séries1

— Linéaire (Séries1)

0,1
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Annexe IV:

Absorbances a 430nm

09
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

courbe d’étalonnage de la quercétine

y =8,6262x + 0,1257

R?=0,99874

Séries1

— Linéaire (Séries1)

0,02

0,04 0,06
Concentrations (mg/ml)

0,08 0,1




Résumé

Le présent travail a pour but d’enrichir a différentes concentrations (0,005%, 0,010% et
0,025%) un fromage frai par les feuilles séchées de Pistacia lentiscus et de Petroselinum
crispum et I’évaluation de la teneur en composés phénoliques et 1’activité antioxydante de la
matrice végétale et des produits finis. Ainsi que d’autres analyses microbiologiques et
physico-chimiques des fromages enrichis. Les résultats des analyses phytochimiques ont
montré que les fromages enrichis par la poudre de Petroselinum crispum sont plus riches en
polyphénols et en flavonoides que les fromages enrichis par la poudre de Pistacia lentiscus,
le test antioxydant a montré que les fromages enrichis sont de puissants capteurs de radicaux
libres. L’analyse physicochimie a montré que les pourcentages de I’acide lactique on été
modifiées, tandis que la teneur en mati¢re grasse reste relativement stable tout au long de la
durée de conservation. Les observations enregistrées concernant le suivi de la flore lactique
démontrent que les échantillons de fromages enrichis renferment un taux ¢élevé en
Lactobacillus et Lactococcus au j+1 qui diminuent progressivement au cours de la
conservation a 6°C.

Mots clés : fromage frais, Pistacia lentiscus, Petroselinum crispum, composés phénoliques,

activité antioxydante, flore lactique.

Absatract

The aim of this work is to enrich at different concentrations (0.005%, 0.010% and 0.025%) a
fresh cheese with the dried leaves of Pistacia lentiscus and Petroselinum crispum and the
evaluation of the content of phenolic compounds and the activity antioxidant of the plant
matrix and finished products. As well as other microbiological and physico-chemical analyzes
of fortified cheeses. The results of the phytochemical analyzes showed that the cheeses
enriched with the powder of Petroselinum crispum are richer in polyphenols and flavonoids
than the cheeses enriched with the powder of Pistacia lentiscus, the antioxidant test showed
that the fortified cheeses are powerful sensors of free radicals. Physicochemical analysis has
shown that the percentages of lactic acid have changed, while the fat content remains
relatively stable throughout the shelf life. The observations recorded concerning the
monitoring of the lactic flora show that the samples of enriched cheeses contain a high rate of
Lactobacillus and Lactococcus on day + 1 which gradually decrease during storage at 6 ° C.

Key words: fresh cheese, Pistacia lentiscus, Petroselinum crispum, phenolic compound,

antioxidant activity, lactic flora.
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