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Introduction

Le fromage frais est un produit laitier largement consommé dans le monde entier dans
le cadre d'un régime alimentaire normal. 1l est apprécié pour sa teneur élevée en
Protéines, matiéres grasses, minéraux et vitamines (Costa et al., 2018). Cependant, il
représente un milieu biologique fortement altérable par voie microbienne et contamination
par les bactéries pathogéne qui sont associés a des maladies d'origine alimentaire, C’est pour
cela on s’intéresse au probléme de sécurité hygiénique et conservation du fromage (Latham,
2001) ; (Gouvea, Rosenthal & Ferreira, 2017 ; Khorshidianetal., 2018).

Le prolongement de la durée de conservation des produits alimentaires est depuis
longtemps une préoccupation importante pour I'industrie laitiere. En outre I’ajout des additifs
chimiques (lysozyme, 1’acide sorbique/sorbate, la nisine, la natamycine, les nitrates/nitrites)
aux aliments est I'une des techniques de conservation la plus simple et la plus ancienne. Au fil
du temps, ces substances peuvent provoquer des dégéts sur la santé des consommateurs. C’est
pour cela les chercheures s’intéresse aux alternatives.

I’utilisation des substances d’origine naturelle telle que les extraits et des huiles
essentiels des plantes aromatiques et médicinales (I'origan, le romarin, , le thé vert , le thym
Jartemisia) ont démontré une activité antimicrobienne satisfaisante contre les agents
pathogénes et les micro-organismes d'altération associes a la contamination du fromage ,
indiquant ainsi un grand potentiel dans leur utilisation comme alternative aux conservateurs
chimigue(Moro et al.,; Caleja et al.; 2015; Hassanien et al., 2014).

Le genre Artemisia est trés connu depuis I’antiquité autant qu’antidiabétique,
antiparasitaire, antibactérien, antivirale et antioxydant. Les especes les plus connus en Algérie
sont Artemisia herba alba et Artemisia campestris qui sont caractérisés par un métabolite
secondaire biologiquement actif. Ce dernier est riche en huiles essentiels, tanins, flavonoides,
polyphénols et les lactones qui sont spécifique a Artemisia herba alba.

Notre étude consiste a trouver des nouvelles substances d’origine naturelles douée
d’une activité antibactérienne avec différents extraits d’Artemisia herba alba et campestris
vis- avis des bactéries pathogeénes et nous visons la possibilité d’utilisation des extraits des

plantes comme agents naturels conservateurs du fromage a base du lait cru.
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Généralités sur le fromage

Dans le monde, il existe plusieurs sortes de fromage. Leurs différences viennent de
parleurs provenances diverses (brebis, vache, chevre) mais également par la maniere dont

celui-ci est fabrique.

1. Historique

La découverte du fromage s’est faite en Pologne il y a environ 8000 ans (Eekhof-Stork,
1978).

La découverte de cette denrée alimentaire a subi plusieurs améliorations au fil du temps.
Celle-ci a commencé par les nomades qui, a 1I’époque, ont constaté que le lait s’était
transformé en une substance a moitié solide et par curiosité, aprés I’avoir goQté, en ont
apprécié la saveur. (Gerbault p et al., 2018)

Ce sera au Moyen-age que les européens inventeront la technique d’affinage.

L’épopée du fromage prendra un grand tournant au 19eme siécle lorsque les techniques

d’égouttage et de pasteurisation seront découvertes.

2. Définition
Selon la norme Codex la dénomination « fromage » est réservée aux produits fermentes
ou non, affinés ou non, obtenus a partir des matiéres d’origines exclusivement laiteres. Il peut
avoir différentes rigidités : dure, extra dure, molle et semi molle par I’action de coagulation

soit enzymatiques ou autres agents coagulants. (Gem Rcn, 2009).

3. Principales étapes du processus de fabrication

La formation du fromage comprend trois étapes essentielles : la coagulation, 1’égouttage
et I’affinage et quatre ingrédients principaux : le lait, la présure, les micro-organismes et le sel
(Beresford et al., 2001).

3.1 La coagulation

C’est une étape cruciale et clé pour la formation du fromage. Elle se traduit par un
changement de 1’état liquide du lait en 1’¢état solide appelé gel ou caillé (Gassi et al., 2017) et
par la modification de la micelle de caseine retrouvée dans le lait.

L’obtention d’un coagulum précieux oblige a prendre en considération plusieurs parameétres
teles que : la concentration en enzyme, la température, Le pH, la teneur en calcium, la teneur
en caséine et a la dimension des micelles (Mahaut et al., 2000, Li et Dalgleish, 2006).

La transformation est induite soit par I’ajout d’enzyme soit par I’acidification lactique du lait.

)
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Geénéralement, nous pouvons voir que ces deux techniques sont combinées, de fagon plus ou

moins intense, dans toutes les technologies fromagéres (Desmasures, 2014).

3.1.1 Voie Enzymatique

La Production du fromage est caractérisée par la déstabilisation de la structure de micelle,
grace a des modifications de ces propriétés physico-chimique (Kongo et al., 2016b;
O’Callaghan et al., 2019; Renhe et al., 2019).

Plusieurs enzymes de différentes origines végétales et animales sont incluses dans I’industrie
alimentaire. Actuellement pour produire du fromage, la présure est généralement ajoutée.
Celle-ci est d’origine animale et contient de la chymosine ainsi que de la pepsine, sécrétee
dans la cailléte des jeunes ruminants. La présure posséde une activité protéolytique permettant
la coagulation du lait (Horne et al.,2017)en hydrolysantla caséine K en deux segments : para
caséine et caséine macro peptide (CMP) permettant la diminution du degré d’hydratation et
électrostatique entre les micelles. Le gel formé par la voie enzymatique se distingue par sa

forme solide, élastique et de sa conservation plus longue(Fagan et al., 2017).

3.1.2 Voie Lactique

D0 aux rajouts de bactéries lactiques qui transforment le lactose du lait en acide lactique.

Les ferments lactiques doivent répondre aux besoins de la technologie fromagere (Delbes et
al., 2015). Principalement deux types de bactéries sont utilisées : les mésophiles comprenant
des Lactococci et des Leuconostoc et les thermophiles comme Streptococcus thermophilus et
des Lactobacillus thermophiles (Hayaloglu, 2016; Fox, Cogan, et al., 2017; Frohlich-
Wyder et al., 2017).

L acidification du milieu entraine une diminution du PH et ceci affecte la solubilisation du
calcium colloidal et le phosphore minéral, entrainant une destruction des micelles de la

caséine et provoque une formation de flocon.

3.2 L’égouttage

C’est une étape de déshydratation de caillé formé. A ce stade, le caillé se sépare du
lactosérum, par la synérése en éliminant la partie liquide (lactosérum) par différentes voies :
un égouttage lent effectué dans des sacs a fromages employé, habituellement, pour les
fromages artisanaux et I’autre voie rapide consiste a découper le caillé, le brasser, le presser et
ou le cuire.(Kongo et al., 2016).

3.3 Le moulage

Cette étape se résume a donner aux caillés obtenues une forme spécifique.
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3.4 Le salage

Cette étape intervient aprés le moulage. Le salage des fromages peut se faire de différentes
manieres : I’immersion dans la meule du fromage dans de la saumure durant un certain temps
ou a sec a I’aide de sel (Guinee et al., 2017 ;Ozturkoglu-Budak et al., 2017)

Le salage a pour but de :
v Selon la répartition du sel dans la pate et en surface, de déterminer 1’aspect et le goutt du
fromage.

v étre un agent de conservation précisément dans la croute contre les fongiques.

3.5 L affinage :

A ce stade, la formation du fromage est terminée, sauf pour les fromages frais et dans
1’égouttage.

C’est un mécanisme biochimique complexe. 1l consiste a la digestion enzymatique de caillé
formée en trois fagons ; la glycolyse, la lipolyse et protéolyse (Jeantet et al., 2018)

La durée d’affinage differe d’un type de fromage a I’autre. On constate que, pour les fromages
a pate molle, celle-ci est de quelque semaine contrairement au fromage cuit qui dure des
années. Au cceur de ce processus, les fromages vont subir plusieurs modifications telles que :

la texture, I’ardme et la saveur en fonction de I’humidité (Ozturkoglu-Budak et al., 2017).

4. Classification de fromage :

Selon la classification de Steven Jenkins, basée sur les caractéristiques généraux du, on
distingue 8 grandes familles : pate fraiche, pate molle, pate persillée, pate pressée, pate dure,
Pate filée, les fromages de lactosérum et enfin les fromages salés conservés en saumure
(Ramet, 1997).

Tableaul: classification de fromage selon (FAO/OMS.,1999)

Type Caractéristiques Exemple

Fromage frais a pate fraiche Caillé lactique, egouttage Fromage blanc, petit suisse.

peu poussé, pas d'affinage

Fromage a pate molle Egouttage, affinage Camembert
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Caillé mixte,

Fromage a pate pressé cuite pressage, affinage Gouda, cheddar

Fromage a pate pressé non | Caillé présure, chauffage

cuite. du caille, pressage, affinage. | Tomme, comté

5. Fromage frais

En raison de 1’évolution des habitudes alimentaires et du mode de vie dans le monde, un

changement a été opéré dans la structure des régimes alimentaires des gens envers les produits
laitiers a valeur ajoutée comme le fromage. Cela a influencé positivement la croissance des
marchés des fromages artisanaux. (Mulder et al.,2013 ; Mikkelsen, 2014 ; Ronquest et al.,
2015).

Les fromages frais appartiennent a la catégorie de fromage non affiné a présure acide destinés
a la consommation directe. s peuvent également s’appeler fromage a la creme. lls sont
caractérisés par leurs textures douces et lisses sans trous et sans crolte et peuvent étre
produit avec ou sans différentes herbes et épices comme la ciboulette, le poivre, le paprika,
I'ail, etc. (Jacek D et al. 2020).

5.1 Type de fromage frais

a. Le fromage blanc moulé : C’est un fromage qui n’a pas subi I’affinage et la fermentation.
Le lactosérum est coulé et le caillé va prendre forme dans une faisselle (Luquet, 1990). Il se
caractérise par une texture hétéroéne en morceaux (Get, 2002).

b. Le fromage blanc frais a structure homogéneene : Ce type de fromage comprend :

v Les fromages a extrait sec faible et texture onctueuse comme les fromages blancs battus ou
lissés.

v Les fromages a extrait sec plus élevé et texture a tartiner comme les petits suisses et les «
demi-sel ». Ils sont ultra pratiques car ils peuvent étre additionnés avec le sucrée, la vanille et
le miel mais aussi avec le salé souvent aromatisé avec d’ail, des fines herbes, et du poivre,
tout en respectant le taux de matiére grasse qui est de moins de 3 ,5% a plus de 10% (Get.,
2002).
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5.2 Procédé de fabrication

La formation du fromage frais nécessite deux étapes principales: la formation de gel
(Coagulation) et débarrassage liquide du lactoserum par 1’égouttage. (Mahaut et al., 2000 ;
Eck et Gillis, 2006 ) (Figure 01).

Lait Cru. }

( Y N\
Coagulation

- ¢ J
Egouttage

[ Fromage frais ]

Figure 01 : Diagramme de formulation du fromage frais.

5.3Conservation de Fromage

Le fromage est un aliment riche en composition qui est une source favorable pour la
croissance des microorganismes d’altération et pathogenes tel que : Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus et Salmonella spp, qui peuvent réduire la durée de conservation et
provoquent des épidémies alimentaires (Hassanien et al., 2014).

C’est pour cette raison que la conservation de cette denrée est obligatoire a 1’aide de différents
mécanismes comme : la pasteurisation et la stérilisation du lait avant coagulation ainsi que la
conggeélation du fromage avant le stade d’affinage.

En outre I’évolution de I’industrie alimentaire a mene [utilisation des additifs

supplémentaires aux fromages lors de la conservation.

5.3.10rigine de contamination

La contamination du fromage par des agents pathogénes microbiens peut provenir de
plusieurs sources pendant la production du fromage par exemple :

1. La culture starter

2. La cuve a fromage.

3. Le sol.
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4. Le matériel d'emballage.
5. Le couteau & caillé et la toile a fromage.
6. L'air de la salle de production et la chambre de réfrigération (Temelli et al., 2006).

7. La contamination de la mamelle.

5.3.2 Conservateur synthétique

Appeler aussi additifs alimentaires ou bien agents antimicrobiens, ces substances sont
ajoutées au fromage afin d'éviter les defauts causés par les micro-organismes, de prolonger la
duree de conservation du fromage, d’améliorer ses propriétés physiques et composition
chimique et de préserver sa valeur nutritionnelle (Ulpathakumbura et al.,2016).En
fromagerie on trouve :

e Natamycine :
Appelée aussi pimaricine, c’est une substance tres peu soluble dans I’eau et extrémement
sensible a la lumiere ultraviolette (UV) (Lépez-Expdsito et al.,2012) .Elle est produite par
Streptomyces natalensis.Elle présente une activité contre les levures et les champignons
filamenteux tels que Candida, Aspergillus, Cephalosporium, et Pénicillium spp, mais est
inactif contre les bactéries. En industrie alimentaire Natamycine (E235) est autorisée par la
réglementation européenne uniquement pour étre utilise comme traitement de surface dans les
fromages a pate dure, mi-dure et mi- molle, a un niveau maximum de 1 mg/dm2 de surface
pouréviter la pourriture causé par la mycete et prolonger sa durée de consommation (Raab.,
1972) . La Natamycine ne provoque aucun effet indésirable et n’affecte donc pas I’acceptation
des consommateurs.

e Lysozyme:
C’est un ensemble d’enzyme, présent dans la nature et en abondance dans le blanc d'ceuf, dont
il est généralement extrait pour un usage industriel. C’est un agent bactéricide contre les
bactéries Gram +.
Cette enzyme (E1105), a été utilisée pour prévenir le défaut de « gonflement tardif» dans les
fromages a pate dure et semi dur car elle est efficace pour lyser les cellules végétatives de
Clostridium. tyrobutyricum et Clostridium Perfringens non ddétruite pendant la
pasteurisation. Cependant, des études ont montré qu'a un faible niveau de clostridies dans le
fromage, le lysozyme provoquait une diminution de la croissance de Lactobacillus mais
aucun changement statistiquement significatif pour les autres genres.
L'ajout de lysozyme au lait lors de la fabrication du fromage affiné est autorisé dans I'U, mais
la teneur en lysozyme du fromage varie entre 30 et382 mg/kg (Schneider, N et al.,2011) ou
100 et 350mg/Kkg.

)
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L'un des principaux problemeemes de I'utilisation du lysozyme est son activité allergene.

e Nitrate et Nitrite :

Ces substances sont issues de I’oxydation d’azote, ont la capacité d’éliminer les micro-
organismes nuisibles tels que le clostridium botulinum.

Dans le domaine alimentaire, les nitrates et Nitrites (E251-252) ont pris une grande place dans
la conservation contre le probleme éme de gonflement de fromage molle, demi molle et mi-
dure, avec un niveau d’ajout maximal de 150 mg/L dans le lait.

La Norme générale Codex pour les additifs alimentaires autorise un niveau maximum de 50
mg/kg de nitrate dans le fromage alors qu'aux Etats-Unis, les nitrates et Les nitrites ne sont
pas approuves en tant qu'additifs alimentaires dans le fromage (Genualdi et al.,2018).

e Nisine:

C’est une bactériocine produite par Lactococcus Lactis.Elle a un effet inhibiteur contre les
Bactéries Gram (+) et sur 1’absence d'effet sur la croissance des bactéries Gram (-), des
levures et des Moisissures (Chen, H et al.,2003). Cette bactériocine peut pénétrer les
membranes cellulaires par un mécanisme de formation de pore, entrainant la mort
bactérienne. A 1’échelle industrielle, la Nisine (E-234) est la seule bactériocine utilisée
comme conservateur approuvé par I'Organisation mondiale de la santé (OMS) et la Food and
Drug Administration (FDA) aux Etats Unis a un niveau de 12,5 mg/kg de fromage affiné
(O'Connor et al .,2020 ). Elle est appliquée sur les produits laitiers pour éviter leur altération
par les clostridies responsables du défaut de gonflement tardif dans le fromage par contre
cette bactériocine peut étre trouvée naturellement lors du processus de fermentation

e Acide Sorbique :

C’est un acide gras insaturé, d’origine naturelle dans les fruits rouges ou orangés et
synthétique a partir de céténe. Il est ajouté au fromage autant qu’’un antifongique et un
conservateur en raison de sa capacité a inhiber la croissance des levures et des moisissures.
L’acide sorbique (E200) est approuve dans les fromages affines par la reglementation de I'UE,
mais uniquement dans les fromages préembalés ou en tranches a un niveau maximal de 1000
mg/kg. Les sels sorbiques, tels que le sorbate de potassium (E-202), sont souvent utilisés
comme conservateurs alimentaires en raison de leur stabilité élevée, de leur solubilité dans
I'eau et de leur facilité de manipulation (ZamaniMazdeh., 2017).L'un des principaux

problemes liés a l'utilisation des sorbates est la modification de la Save des fromages.

)
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1. Conservateurs naturels du fromage

Grace a la sensibilisation des gants aux produits contenant des conservateurs chimiques
provoquant certains nombre d'affections potentiellement mortelles comme : les réactions
allergiques, I'asthme, les nausées, la diarrhée ou méme dans certains cas la cancergenese, les
chercheurs ont conduit a la recherche aux alternatives naturelle (Nikoo et al .,2018 ; Hugo et
al.,2015).

L’utilisation des plantes et leur ardbmes est connue depuis longtemps pour les fromages afin
d’améliorer la qualité organoleptique d’une part et d’autre part développer le pouvoir anti
microbien et antioxydants de cette denrée du fait que la plante ait une faible teneur en toxicité
(Tarig et al.,2019 ; Valdivieso-Ugarte et al .,2019).

1.1 Le Romarin :

Le romarin ou autrement appelé rosmarinus officinalis fait partie de la famille des lamiacées
trés connus du milieu mediterrané (Figure2).

Il présente des propriétés antibactériennes et Anti oxydantes en raison de sa teneur élevée en
acide rosmarinique et caféique, en plus des composés phénoliques, des flavonoides
« diosmine, lutéoléine » ainsi que des huiles essentielles telles que « le cieol » qui sont les
principes actifs qui servent a la conservation des denrées alimentaires comme le fromage.
Différentes études ont démontré que I’huile essentielle de romarin a un effet bénéfique pour la
protection de la Mozzarella contre la croissance de L. monocytogenes (Tayel, Hussein,
Sorour, & EIl-Tras, 2015) sans avoir une détérioration de la qualité organoleptique du
fromage.

D’autre part I’addition de I'extrait de romarin a été utilisé avec succesés comme antioxydant

pour la préservation des lipides du lait de vache (Qiu, Jacobsen et Sgrensen, 2018).

Figure2 : Le romarin.
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1.2. L’écorce de Grenade

L’écorce de grenade (Malicorium) est une partie externe et dure du fruit ( Figure 3). Elle
présente une activité Antioxydant grace a ses composés phénoliques qui réduisent I’oxydation
de lipide. D’autres part elle contient des flavonoides tels que: lutéoléine, quercétine et
punicalin (Heber et al., 2006),des tanins et renferme également des acides hydroxy
cinnamiques(Ephraim P. Lansky& Newman, 2007).

Dans le domaine alimentaire, 1’écorce de grenade est utilisée pour conserver les produits
laitiers.

Des études ont été pratiquées pour le fromage kalari (un fromage artisanal tres reconnue en
Inde). Ce dernier a été trempé dans 1’extrait aqueux d’écorce de Grenade pendant 30 S
ensuite le fromage a été égoutté et stocké a 4 C° pendant 28 jours. Apres cette période une
diminution significative de la détérioration oxydative des lipides et une faible croissance de
microorganisme ont été observées dans les fromages trempés par rapport au fromage témoin
(Mahajanal.,2015).

Figure 3 : L’écorce de Grenade.

1.3 Thé vert

Le thevert.« Camellia sinensis » est un arbuste a fleur de la famille des Théacée (Figure 4). Il
est caractérisé par la catéchine « un groupe d’antioxydant de flavonoideide » précisément
L'épigallocatéchine-3-gallate (EGCG) qui est la principale catéchine trouvée dans le thé vert
avec un potentiel de conservation important, car elle inhibe les maladies d'origine alimentaire
et contient des antioxydants (Nikoo et al .,2018).

Des tests ont ¢été réalisés pour la mise en évidence de I’activité de catéchine sur le fromage

au lait pasteurisé d’ ou un échantillon a été additionné de catéchine et I’autre n’en contenant
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pas. Les résultats obtenus ont montré que le taux d’Activité Antioxydant avec catéchine

Est plus élevé comparant au témoin. Cela signifie que la catéchine est responsable de la
Stabilisation de fromage ainsi la prolongation de la date de consommation (Rashidinejad et
al.,2013).

Figure 4 : Le thé vert

1.4 Thym

Une plante trés retrouvée du coté méditerranéen et fait partie de la famille des lamiacées. Les
deux espéces les plus reconnues sont Thymus Vulgrais et Thymus Mastichina (Figure 5 ,6).
Elles se présentent sous forme d’un sous-arbrisseau. Cette plante contient des composant
spécifiqgues comme les huiles essentielles « thymol », les antifongiques « linalol et le
géraniol » et les flavonoides. 1l a été employé dans I’industrie alimentaire pour les fromages
autant qu’un bio conservateur en utilisant ces extraits et Les HE qui ont montrés des
propriétés antimicrobienne contre les pathogenes. Prenant I’exemple de fromage Féta une
dose de (0,1mI/100 g) d’huile essentiel a été rajoutée, celle-ci a inhibé la croissance d E. coli
et Listeria monocytogenes (Govaris et al.,2011).

Plusieurs études ont été faites pour la mise en évidence de I’effet antibactérien de I’huile de
thym dans le fromage frais de chevre et pour le fromage cheddar rapé ont reconnu
I’amélioration de la durée de conservation. (Han, Patel, Kim et Min, 2014 ; Zantar et al.,
2014) par contre I’HE a représenté des obstacles malgré son efficacité a la protection de la
matrice fromagere et la prolongation de vie, car en cas de forte dose d’HE il peut devenir

toxique.

Figure 5 : thymus Vulgaris. Figure 6 . thymus Mastishina.
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La mise en évidence de I’activité antimicrobienne de plantes aromatiques ajoutées au fromage

est décrite dans le tableau suivant.

Tableau I1: Activité antimicrobienne des plantes aromatiques et des huiles essentielles

ajoutées aux fromages (Gouvea,F et al.,2017).

Type de fromage

Féta

Cheddar

Kareich

Domiati

Fromage de brebis

Modéles imitant
Coalho Cheese

Antimicrobien
naturel (Source et

concentration)

Origan (0.1mL
100g-1)Thym
(0.1mL
100g-1

Ail (tremper 259 de
fromage dans
100mL

de solution d'extrait

de plante).
Cayenne (3%) ou
Poivre Vert (9%)

Huile de graines de
cumin noir (0,1% et
0,2%)

Huile essentielle de

Romarin .

Huiles essentielles

de Thymus.

Activité inhibitrice
(microorganismes,
numération et
conditions de
Stockage)

Inhibition de L.
monocytogenes et E.
coli 0157, apres
stockage sous
atmosphere modifiée
(50% de CO2 et 50%
de N2) a

4°C

Inhibition de L.
monocytogenes aprées
stockage a

23°C pendant 9 jours.

Inhibition de S. aureus
(1xX108 UFC g-1) a
des niveaux
indétectables

dans les 2 jours suivant

le stockage.
Diminution de

salmonella et E ;coli .

Empéche la croissance
de Clostridium spp.
compte 3log UFC g-*
affiné 5 mois a 12°C

Réduction de 1,3ylog
UFC mL-1 (par
rapport au comptage
initial) de L.
Monocytogenesincubes

a 10C° pendant 24h

Référence

Govaris et al.
(2011)

Shan et al.(2011)

Wabhiba et al.(2010)

Hassanien et al.
(2014)

Moro et al.
(2015)

Carvalho et al.
(2015)

.
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Cannelle, ail (625ug  Toutes les Tayel et al.
A base de cheddar mL1), citronnelle concentrations d'extrait  (2015)
Meédias (550ug/ mL), pnt_iqhibé
cresson individuellement la
(475ug mL-1), population de L.
romarin (750ug/ mL  monocytogenes (4x105
), UFC mL-1) incubée a
sauge (825ug/ mL)  37°C pendant 24
et extraits d'origan heures
(950pg mL)
Fior de Latte Huile essentielle de  Inhibition de Tayel et al. (2015)
thym et sauge Pseudomonas spp et
(1500mg kg™) des coliformes stockeés
a10°C
pendant 6 jours
Lactoserum, Safranal (35ug kgl)  Inhibe plus de 15 % de Libran et al. (2014)
croissance de
lactoserumRequeson o
Penicillium
verrucosum
(population de 105
UFC /mLde spore
2. Artémisia

2.1. Généralité

C’est une plante connue depuis des millénaires. L’Artemisia a été décrite par I'historien grec
Xénophon au début du IV siécle avant J-C, dans les steppes de la Mésopotamie.

Elle a ensuite été répertoriée en 1779 par le botaniste espafiol gnacio Claudio de Asso y del
Rio.

C'est une plante essentiellement fourragére, tres appréciée par le bétail. Elle présente une
Odeur caractéristique d'huile de thymol et un golt amer d'ou son caractére astringent
(Eloukili, 2013).

Le genre Artemisia appartient a la famille des Astéracées: c’est I’un des genres le plus
répandu et le plus étudié de cette famille. Il contient un nombre variable d’especes allant
jusqu’a 400 especes (Mucciarelli and Maffei., 2002).La variabilité intra-spécifique existant
peut étre d’origine géographique, génétique, saisonnieres ou méme écologique (sol, humidité)
(Zaimetal,2012).

Historiquement I’ Armoise a été un genre productif dans la recherche de nouveaux composés
Biologiquement actifs. Les investigations photochimiques ont montré que ce genre est riche

en sesquiterpénes, monotérpenes, flavonoides et coumarines (Khireddine, 2012).

&



Partie 11 : Les plantes en tant que bio-conservateur

2.2 Répartition géographique

< Local : les Hauts plateaux et le Sahara septentrional
% Régional : Afrique du Nord
<*Mondial : Espagne, Afrique du Nord et Asie occidentale

Le genre Artémisia est une plante spontanée trés répandue en Afrique du nord et au moyen —
orient (Figure 7). Elle affectionne les climats secs et chauds et existe sous forme de
peuplements importants dans les zones desertiques (Hurabielle. M.,et al 1981).
Elle est beaucoup plus répandue dans le sud-est et le sud de I’Espagne (Salido et al., 2004).
Artémisia est tres présente dans les hauts plateaux, les zones steppiques et au Sahara central
dont le taux de recouvrement est estimé entre 10 et 60 %. On la trouve également dans des

zones proches du littoral (Bendahou, 2007).

Egypte

Figure 7 : Répartition géographique d’artemisia

2.3Intérét de la plante

Artemisia a été utilisée, tout d’abord, comme aromatisant dans le thé et le café, puis est
devenue une panacée dans la médecine arabo musulmane (Bezza et al., 2010).

Traditionnellement L’Artemisia était utilisée depuis longtemps pour traiter plusieurs maladies
: lors d’un désordre gastrique tel que la diarrhée et les douleurs abdominales et est aussi
utilisée en tant que reméde contre I’inflammation du tractus Castro intestinal (Gharabi,
2008). Plusieurs études scientifiques ont également prouvé I’efficacité de L’Artémisia en tant
gu’agent antidiabétique, antiparasitaire, antibactérien, anti leishmaniose, antiviral,

antioxydant, anti malarien, antispasmodique et antihémorragique. (Djali et Hamadi, 2017)
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3. Artémisia herba alba

3.1 Présentation

Artemisia herba alba est une plante dressée a tiges nombreuses, tomenteuses de 30 a 50 cm de
hauteur et ses feuilles sont courtes (Figure 8). Elle est caractérisée par son aréme pénétrant,
agreable et fort, tandis que le godt est extrémement amer (Fleisher et al. 2002).

La ppériode de fluoration est généralement comprise entre mai et juin jusqu’’en octobre dans
certaines régions. Cette éspece a une croissance végétative en automne (grande feuilles) puis a
la fin de I’hiver jusqu’’au printemps (petite feuille) (Mohemed et al., 2010 ; Vernin et
al.,1995).

3.2 Composition chimique

L’espéce d’Artémisia herba alba est riche en métabolites secondaires tels que les

Poly phénols, les flavonoides, les lactones, les tanins et les huiles essentielles (Kundan

et Anupan, 2010 ; Amor, 2010 ; Alwahibi et al., 2018).

Les flavonoides détectés montrent une diversité structurale allant des flavonoides communs
(flavones glycosides et flavonols) jusqu’aux flavonoides méthylés qui sont inhabituels. Les
flavonoides glycosides comprennent les O-glycosides tels quercitine-3-glucoside et les
flavones comme : C-glycosides qui sont rares dans I'ensemble des Astéracée (Saleh et al.,
1987 ; Salah et Jager., 2005).

En plus des lactones et des flavonoides, I’analyse photochimique a montré que la composition
des huiles essentielles de I’ Artémisia herba alba est riche en monotérpenes, triterpenes, penta

cycliques, santonines, coumarines et les tanins(Mohamed et al., 2010).

- AR
Figure 8 :Vue Touffe d’Artémisia herba alba

3.3 Activités biologiques d Artemisia Herba Alba.
e Activité antibactérienne

L’Artemisia herba alba est une plante médecinale utilisée dans I’aromathérapie pour ses

propriétés et en particulier son huile essentielle (Yashphe et al. 1979) ont testé I’activité
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Antibactérienne d Artémisia herba alba, et ont trouvé que seule I’huile essentielle a une
activité antibactérienne efficace contre quelques bactéries gram positif (Streptococcus
hemolyticus et Staphylococcus aureus) et quelques bactéries gram négatif(Escherichia coli,
Shigella sonnei et Salmonella typhosa). Des autres études sur I’extrait d’armoise blanche ont
montré qu’il posséde une action inhibitrice contre des bactéries gram positif et gram négatif.
e Activité anti-paraditaire

Les plantes du genre Artémisia herba alba contiennent un sesquiterpéne lactone
appelé:Artemisinine. Ce composant constitue le métabolite secondaire le plus important chez
toutes les espéces et est considéré comme une drogue anti malariale tres efficace contre le

parasite qui cause la malaria: le Plasmodium falciparum (Donrop et Day., 2007).

4. Artémisia campestris

4.1 Présentation

L Artemisia Campesrtis est un arbuste a peine aromatique (chalchat et .,al 2003). C’est une
espéce polymorphe et qui peut se trouver avec six sous espéce distinguées par les donné

morphologique et cacologique(Figure9).

Figure9:Vue d une Touffe d ‘Artemisia campestris

4.2 Composition chimique :

De nombreuses études chimiques ont révélé qu’Artemisia campestris a presque la méme
composition chimique qu ’herba alba sauf I’absence les lactone. D’aprés (Akrout et al .,
2001 ; Juteau et al ., 2002) , la composition des huiles essentielles regroupes: y-terpinéne,
capillene, 1-phenyl-2,4-pentadiyne,spathulenol, methyleugenol et p-cyméne et p-
pinéne.D’autres part les flavonoides identifiés chez Artémisia campestris sont: flavones
(apéginie), flavonol(kaempférol7-méthyle), flavanone (naringénine) et dihydroflavonols
(taxifoline-7-méthyle) (Valant et al., 2003).

Les feuilles d ‘Artémisia campestris contiennent aussi des alcaloides et des saponines. (Naili
et al.,2010).
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4.3 Activités biologiques

En plus de leurs utilisations traditionnelles, Artémisia campestris possede nombreuse
Propriétés biologiques, parmi lesquelles on cite les plus importantes :

e Activité Antioxydantes
En effet cette plante est riche en composés doués d’activité antioxydante tels que : les
Flavonoides, les polyphénols et les tanins. Ces différents constituants exercent ses actions
antioxydant en inhibant la production de I’anion superoxyde, I’hydroxyle, comme ils inhibent
la peroxydation lipidique au niveau des microsomes (Bruneton, 1999).

e Activité antimicrobienne
(Naili et al .,2010) ont testé I’activité antibactérienne de I’extrait aqueux des feuilles
d ‘Artemisia Campestris, et ont trouve que I’activité de cet extrait a été plus efficace contre les
bactéries gram positif (Staphylococcus aureus) que les bactéries gram négatif (Escherichia
coli).
L’Artemisia Campestris posséde des propriétés antifongiques, (Kyeong et ses
Collaborateurs 2007) ont étudié I’effet antifongique de I’extrait aqueux d ‘Artemisia
Campestris sur des champignons de mycorhize, les résultats obtenus montrent que I’extrait

aqueux possede un potentiel antifongique.
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Cette recherche, menée au niveau de I’universit¢ Abd rehmane Mira de Bejaia,
(Faculté de science de la nature et de vie) a consisté a la mise en évidence de I’effet
antibactérien des différentes parties des plantes d’Artemisia « herba alba et campestris » et

aussi I’effet de la plante sur la conservation d’un fromage frais.

1. Matériel végétal

Les deux plantes Artemisia herba halba et Artemisia campestris sont été récoltées le
28 avril 2022 a la wilaya de m’silla précisément a ben serrour(Figurel0). Apres la récolte, le
matériel végétal est nettoyé, lavé a 1’eau de robinet et rincé a I’eau distillée puis séché a 45°C
pendant 24h. Les feuilles et les tiges de la plante sont ensuite séparées, broyées et conservées

dans des bocaux en verre a ’abri de la lumiére et de I’humidité.

FigurelO : Plante d Artémision herba alba.

2. Extraction aqueuse :

L’extraction débute par macération dans 1’eau distillée en raison de 15% (m/V) pour
les deux especes «herba alb et Campestris» a une température ambiante, aprés une
agitation pendant 10 min ont les récupére dans des flacons en verre et conservé a 4°C pendant
24h.

L’extrait aqueux a été filtré par un papier filtre, ensuite récupére et conservé au réfrigérateur

a 4°C jusqu'a utilisation ultérieur.

E



Partie 111 ;: Matériels et Méthodes

Les étapes de I’extraction aqueuse sont représentées dans les figures et le schéma suivants.

7
e
| K :

Figure 11 : Séchage des plantes

Figure 13 : Filtration d’extrait aqueux

Poudre végétale a 15 % ‘

P

l‘ Macération

L’eau distillée.

l

Agitation pendant 10min

l

Filtration ‘

<

l J Papier filtre

Extrait aqueux brut ‘

Figure 14 : Diagramme des étapes d’extraction aqueuse.
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3. L’évaluation de ’activité antibactérienne

Pour mettre en évidence ’activité antibactérienne de 1’extrait aqueux d’Artemisia herba
alba et campestris, nous avons utilisé la méthode de diffusion sur gélose « test de puits ».

La méthode des puits est choisie dans cette étude pour sa fiabilité et simplicité, Elle
fournit des résultats préliminaires sur la sensibilité des souches grace a 1’apparition ou non des
zones d’inhibition. L’effet antibactérien des deux espéces d’Artemisia a été réalisé a 1’égard
d’Escherichia Coli et S.aures (Figure 15).

La souche cible est ensemencé en masse & 10" UFC /ml sur gélose Muller Hinton, aprés
solidification de la gélose, des puits de 8 mm de diamétre ont été creusés, remplis avec 150ul
de I’extrait a tester et diffusé a 4°C pendant 2h. Aprés la diffusion, les boites ont été incubées
a 37°C/24h.

Figure 15 : Test des puits .

4. Lait cru

4.1 Origine du lait

Le lait utilisé est un lait cru provenant d’une ferme a oued Ghir (wilaya de Bejaia), Il a été

récupéré 2h apres la traite, conservé et transporté a froid a I’aide d’une glaciere.

4.2 Coagulant

La présure sous forme de poudre origine animale, a été utilisée dans la transformation de lait
en fromage.

4.3Analysedu lait cru
4.3.1 Analyse physico —chimiques

e Détermination de pH

E
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Un pH-meétre a été utilisé pour déterminer le pH du lait cru .

La valeur du pH a été obtenue en prolongeant I’¢électrode, quia été rincé avec de 1’eau distille
et essuyE dans 20 ml du lait cru, la lecture est directe sur I’écran de I’appareil.

La valeur de pH a une importance exceptionnelle sur I'état de fraicheur du produit ou sur sa
stabilité (MATHIEU, 1998).

e Détermination de ’acidité Titrable :

L’acidité Dornic est déterminée par le titrage de la soude (NaOH) (1/9N) en présence
de quelques gouttes de phénolphtaléine a 1% (Larpent, 1997).
10 ml du lait cru a été versé dans un Becher, additionné de 03 a 04 gouttes de phénolphtaléine
et Titré avec la soude jusqu'a virage de couleur en rose. L’acidité est déterminée Selon
Luquet 1985 par la formule suivante :
Acidité (°D) = V(NaOH)x 10

V(NaOH): Volume de (NaOH) utilisé pour titrer I’acide lactique contenu dans les 10
ml de lait.
4.3.2 Analyse microbiologique du lait
L’analyse microbiologique du lait cru est une étape clé, elle détecte 1’état hygiénique de
produit par la présence de la flore pathogene ainsi la flore d’altération.
4.3.3 Préparation des dilutions
A T’aide d’une micropipettelml de lait cru a été prélevé, puis I’introduit dans un tube
contenant 9 ml de 1’eau physiologique.
Une série de dilution a été réalisé de 107 jusqu’a la dilution 1077,
e Dénombrement de la flore totale
La FTAM s’agit de l'ensemble des microorganismes (pathogenes ou d’altération)
capables de se multiplier en aérobiose (Verne-bourdais et al., 2002). A partir de dilutions 10°
6 1ml a été prélevé et ensemencé en masse en utilisent la gélose PCA en surfusion.
L’incubation est réalisée a 30°C pendant 72 h.
e Recherche et déenombrement des coliformes
Le dénombrement consiste a ensemencer en masse 1ml d’une dilution 10 sur le
milieu V.R.B.L . L’incubation est réalisée a 37°C pendant 48 heures.

e Recherche des Staphylocoques

1 ml de la dilution 102 a été prélevé et ensemencé en masse sur le milieu Baird Parker
Additionne avec tellurite de potassium. L’incubation est réalisée a 37 °C pendant 48 h.

e Dénombrement des levures et moisissures
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1 ml de la dilution 10® a été prélevé et ensemencé en masse sur milieu OGA,
L’incubation a été réalisée a 30°C pendant 3-5 jours.
e Dénombrement de bactérie lactique

1 ml de la dilution10® a été prélevé et ensemencé en masse sur le milieu MRS.

L’incubation a été réalisée a 30°C pendant 24 /48 h.

5 Etape de production de fromage

La production de fromage artisanal consiste les étapes décrites dans le schéma suivant :

Lait cru a T° Ambiante. Ajout de2g

NACL +0,20g
Présure.

| <
|‘

Coagulation a I’étuve a 37C°/1h.

Ajout de 0,259
|< Poudre de
J' plante.
Egouttage pendant 20min. Mousseline.
L Tissu
¢ Mousseline
Fromage Artisanal additionné de stérile.

plante.

Figure 16 : Diagramme de production des fromages.

5.1 Coagulation

Pour la fabrication du fromage, des volumes de 250 ml de lait cru ont été versés dans
des bécher, puis 2g de Nacl et 0,2g de présure ont également été ajoutés. A 1’aide d’une
cuillere, une homogénéisation a été effectuée, ensuite les échantillons du lait ont été incubés a
37C°/1h.

Apres I’incubation et la formation des caillés, des quantités de 0,25g de poudre de plante

ont été additionnés (Figure 17).
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Figure 17 : Les échantillons de lait.

5.2 Egouttage

Les caillés obtenus ont été pressé a 1’aide de tissu mousseline stérile pendant 20min, pour

I’objectif de débarrasser le maximum de lactosérum(Figure 18)

Figure 18: L’egouttage.

Les composant utilisé dans ce fromage est montionnée le tableau suivant :

Tableaulll : Preparation des quatres fromages .

Quantite/ Herba alba Campestris Le lait Nacl Presure
Fromage  (9) 9 (mt) (9) )

01 0,25 0 250 2 0,2

02 0 0,25 250 2 0,2

03 0,125 0,125 250 2 0,2

04 0 0 250 2 0,2

E
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5.3 Analyse physicochimique et microbiologique

5.3.1 Analyse physico chimique du fromage

Pour les analyses physicochimiques, des suspensions ont ét¢ realisées en ajoutant 20ml d’eau
distillé pour 2g du chaque fromage a 45C°.

e Mesure de pH :
Le pH est mesuré al’aide d’un pH métre ,L’ectrode du pH metre a été rincé avec de 1’eau
distillé,essuye et inseré dans chaque solution mere. La valeur de pH est lure directement sur
I’ecran de I’appareil .

e Mesure Acidite titrable ( dornic)
Les solutions méres obtenues de chaque fromage, ont été additionnées de 2a 3 goutte rouge
phénolphtaléine 1%et titrées par NaOH jusqu’a I’apparition de la couleur rose pale (Shori et

Baba, 2013). Ces mesures sont exprimées selon la formule suiante:

TTA(%)= V(NaOH )x 0,1 x 100 x 0,009

Tel que :

V (NaOH) : volume de NaOH utilisé pour la titration (ml).
0,1 : Normalité de NaOH (N).

10 : Facteur de dilution 10-1dans le cas du fromage

100 : pourcentage

0,009 : coefficient correspondant a I’acidité lactique

5.3.2 Analyse microbiologique

Les analyses microbiologiques ont pour but de chercher et denombrer les germes indiserables
et pathogenes qui provoquent la contamination et entrainent une détérioration du fromage et
une réduction de la durée de conservation (Spano et al., 2003) .

e Preparation d’une serie de dillution
Suivant la norme NF V08-010 (mars 1996) (Afnor), des solutions méres a 107ont été
préparees a base de 1g de fromage immerge dans 9ml eau physiologique.
Des séries de dilutions ont été préparées a base de solution mére 10 * jusqu'a 10 " pour

chaque type de fromage

TableaulV : Denombrement de la flore microbienne d’un fromage

Temperature
La flore. Dillution. Miliuex de culture.  d’incubation.
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FTAM. 10°®
BL. 10
Coliformes. 10°
Levure et 10°
moisissure.

PCA

MRS

VRBL

OGA

30°C/72H

30°C/ 24-48H

37°C/24-48H

30°C /72 -5jours

@
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1. Laplante

1.1 Extraction aqueuse

Les résultats de 1’extraction aqueuse de la partie aérienne de plante Artemsia (Figure
19) réaliseé par macération sont décrites dans le tableau suivant.

Tableau V : L’apparition des extraits par rapport aux parties aériennes des plantes.

Espeéce. Aspect. Couleur.
Campestris Liquide T : marron F : marron clair M : marron
fonce
Herba Alba Liquide T :marron F : marron M : marron
foncé foncé foncé
T:Tige M : Mélange entre (T+F) F : Feuille.

Figure 19 : Les extraits aqueux d’Herba Alba.

1.2 Etude du pouvoir antibactérien d’extraits aqueux

Dans ce travail, six extraits aqueux de la partie aérienne d’Artemisia et deux souches
cibles ont été utilisée. Les résultats de tests ont montré que les parties aériennes d ’Artémision
herba alba et campestris possédent une activité inhibitrice avec des diameétres de zones
d’inhibions qui varient entre 0 a 22mm pour herba alba et 0 a 24 mm pour

campestris.(TabeauVI)
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Tableau VI. : La zone d’inhibition (mm) par rapport aux especes

Souche Zones d’inhibitions Zones d’inhibitions S.
Espéce E.coli (mm) aureus (mm)
Herba Alba T : absence T:18 mm
F:20 mm F:22 mm
M : absence M : 17 mm
Campestris T : absence T:17mm
F:22 mm F:24 mm
M : absence M : 23 mm
T:Tige F : Feuille M : plante compléte.

Figure 20 : Les zones d’inhibitions d’extrait aqueux a 1I’égard d’E. coli et S.aureus.

Pour herba alba, seule la feuille a révélé une activité inhibitrice contre la souche E.
Coli avec une zone d’inhibition de 20mm, ainsi que 1’absence de zone pour la tige et le
mélange. D’autres part, toute les parties aériennes (tige, feuille et mélange) ont révélé une
zone d’inhibition de 18mm, 22mm et 17mm respectivement contre la souche S.aureus
(Figure 20).

Pour campestris, seule la feuille a révélé une activité inhibitrice contre la souche E.
Coli avec une zone d’inhibition de 22 mm ainsi que 1’absence de zone pour la tige et le

mélange. D’autres parts toutes les parties aériennes (tige, feuille et mélange) ont montré une

E
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zone d’inhibition de diamétre 17 mm, 24 mm et 23 mm respectivement contre la souche
S.aureus.

Nous constatons que ’extrait aqueux de feuille Artemisia herba alba et Artimisia
campestris ont un effet antibactérien plus grand pour S.aureus, ceci est due a
I’hypersensibilité des bactérie Gram + aux température et 1’absence de la membrane externe
(Balentine et al.,2006).

(Naili et al (2010) ont testé I’activité antibactérienne de 1’extrait et aqueux des feuilles
d’Artemisia Campestris et herba alba, ils ont trouvé que I’activité de ces extraits ont été plus
efficace contre les bactéries Gram positif (Staphylococcus aureus) que les bactéries Gram

négatif (Escherichia coli) ce qui concorde a nos résultats (Figure 21).

Figure 21 :La zone d’inhibition d’extrait de la feuille sur la souche E. Coli.

2. Laitcru
2.1 Analyse physico chimique
e Mesure de pH

Le lait présente un pH d’une valeur moyenne de 6,61 qui coincide avec la norme pour
le lait de vache frais qui est entre (6,6 et 6,8). Selon J.O.R.A (2004),
Le pH est au voisinage de la neutralité, ce qui permet une longue conservation du produit en
sauvegardant ses qualités organoleptiques, et sa valeur nutritionnelle (Mathieu, 1998)
Le pH n’est pas une valeur constante et peut varier selon le cycle de lactation et sous
I’influence de 1’alimentation (Diao,2000).
e Acidité titrable

La valeur de I’acidit¢é Dornic obtenue est 22,6 °D. Elle est supérieure a la norme

AFNOR qui est entre (16 et 18 D°) au début de lactation. Cette augmentation peut étre due en

E
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raison que le lait utilisé a été trop charge permettant la production de 1’acide plus éleve.
L’acidité du lait peut étre un indicateur de la qualité du lait au moment de la livraison
car elle Permet d’apprécier la qualité d’acide produit par les bactéries ou les éventuelles

fraudes (Joffin, 1999).

2.2 Analyses microbiologiques :

Les résultats des analyses microbiologiques du lait cru sont réesumés dans le tableau suivant

Tableau VII : Résultats des analyses microbiologique du lait cru.

Les flores Résultats (UFC/mlI)
FTAM 10°
Levure et moisissure Absence
Bacteéries lactique Absence
Staphylocoque 10?2
Coliformes 2.10°

e Dénombrement de la flore totale aérobie mésophile
Nous avons obtenus durant la période expérimentale une charge de 10° UFC/ml, il
ressort que cette valeur dépasse le seuil fixé par la norme algérienne (J.O.R.A, 2017) , qui est
105 UFC/ml.
Selon Faye et Loiseau (2002) le lait cru est produit par ’animal sain, dont la traite effectuée
dans de bonnes conditions d’hygiénes, donne normalement un lait peu contaminé contenant
une flore globale de 1034 10> UFC/m.
e Recherche de staphylococque
Nous avons obtenu une charge de 102 UFC/ml de staphylocoque dans le lait cru .Ce
qui est conforme & la norme (JORA, 2017) qui est de 10%a 103germes dans le lait cru.
e Dénombrement du coliforme
La valeur obtenue des est 2. 102 UFC/mI Le résultat de nos analyses microbiologiques
montre que le nombre des coliformes dans I’échantillon du lait dépasse les normes déterminé
dans le (JORA, 1998).
La contamination du lait par les coliformes due aux mauvaises conditions de transport et le
manque d’hygiéne pendant la traite.

e Laflore lactique

Dans cette expérience ya une absence totale des colonies sur la boite a pétri apres

’incubation, cela est due a I’utilisation d’une dilution 10-°
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e Les levures et moisissures

Les résultats obtenus de la recherche des levures et moisissures dans le lait cru ont
montré ’absence de ces germes due a I’utilisation d’une dilution107 .
3. Production du Fromage
Le fromage obtenu par le procédé standard du fromage frais a abouti au résultat décris ci-
dessous :
Tableau V111 : Description du fromage frais.
Les plantes additionnées | Description du fromage

aux fromages.

Texture lisse.
herba alba Couleur blanc cassé pointe
en vert.
Bien aromatisé
Campestris Texture lisse.
Couleur blanc cassé pointé
en vert.
Peu aromatisé
Texture un peu granuleux
Mélange Couleur peu jaunatre pointé
en vert.
Odeur acceptable.
Témoin Texture lisse.
Couleur blanchatre.

Sans aromatisation.

Les résultats de la production du fromage ont démontrées que : Le fromage additionne
de Campestris se caractérise par un aspect lisse, une couleur blanche cassé avec des taches
vertes (résidus de poudre de Campestris récupérés lors de I'égouttage) et une légere odeur.
Nous avons trouve aussi les mémes propriétés du fromage avec Herba Alba mentionné en
haut, mais avec une odeur plus forte.

Le fromage avec le mélange de plante est jaune avec une teinte verte, une texture lisse et

une odeur distincte. En outre le fromage témoin est caractérisé par une couleur blanchatre et

.
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une texture lisse sans aucune aromatisation.

e Les fromages obtenus sont représentés ci-dessous :

\V’x :
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Figure 24 : Fromage additionnée H.A Figure 25 : Fromage avec mélange.

3.1 Analyse physico chimiques du fromage

= Mesure de pH :
Les résultats trouvés sont décrits dans le tableau suivant :
Tableau IX : Les valeurs du ph en fonction du fromage frais.

Type de fromage. La valeur de pH.
Fromage avec Campestris. 5,05

Fromage avec Herba Alba. 5,16

Fromage avec mélange. 5,2

Fromage Témoin. 4,9

Le mélange dans ce cas désigne I’ensemble des deux plantes d’Artemisia .
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Les valeurs de PH varient de 5,05 et 5,20 pour les échantillons avec poudre de plante et 4 ,9
pour le témoin.

On constate que les valeurs trouvés pour les trois essaies sont élevés par rapport aux
normes Algeériennes qui sont compris entre 4,4 et 4,60 (J.O0.R.A, 1993), contrairement au
témoin qui est doté de 4,9 celle-ci est moins que les premiers types mais il ne conforme pas
I’énorme, par contre il est proche de la valeur trouvé par (Hajj Semaan et al.,2011) qui est
4,73.Cette augmentation peut étre due au mal égouttage du fromage.

< L’acidité titrable :
L’Acidité dornic (°D) est détecté par le virage de couleur en rose péale lors de rajout un
volume précis de NaOH.

Tableau X : la mesure d’acidité titrable en fonction de type du fromage.

Le type de Fromage Acidité titrable (°D)
Fromage avec C 23,4

Fromage avec H. A 22,6

Fromage avec mélange 18

Fromage Témoin 22,05

D’aprés nos résultats, les fromages représentent une acidit¢ de ’ordre de 18D°,
23,4°D, 22,6°D et 22,05°D respectivement pour fromage avec mélange, campestris, herba
alba et témoin (Tableau X).

Les résultats de I’acidité titrable ont montré que le fromage avec mélange de plante est plus
acide ce qui accorde avec la valeur de pH. Une diminution des valeurs est maintenue pour les
fromages témoin, avec campestris et herba alba en raison de la surcharge en germe.

3.2 Résultat d’ Analyses microbiologiques :

Les analyses microbiologiques du fromage sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau XI: Résultats de 1’analyse microbiologique de fromage.

Fromage 2108 2.108 9.102 2.108 1.107
avecCampestris.

Fromage avec 2.10?

Herba Alba. 1.10° 1.108 1.108 1.108
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Fromage avec 1.107 3.108 5.102 8.107 2.107
Meélange.
Fromage
AMOi 2
Temoin. 2.108 Absence 3.10 1.108 2.107

e Bactérie Lactique :

Le dénombrement de la flore lactique a mené a des charges importantes ou on a trouvé ;
1.10” UFC/mI,1.10°UFC/mI et2.10°UFC/ml 2.108UFC/ml pour le fromage avec le mélange,
herba alba, campestriset pour le fromage témoin respectivement (TableauXl)

Dans ces analyses, on révele une faible diminution de charge pour fromage (herba alba et
campestris et le mélange) par rapport au fromage témoin. Mais leur présence est toujours
existante, ce qui prouve que la plante artemisia a un effet antibactérien sur la charge initiale.
Gammariello et al. (2008) ont rapporté dans une étude que les extraits de plantes et HE
d'especes d'orange, de pamplemousse, de citron ont été ajoutés au fromage Fiori di Latte,
n'ont pas affecté la survie des bactéries lactiques ce qui concorde a nos réesultats.

e Dénombrementde la FTAM :

D’aprés les analyses réalisées au fromage nous avons trouvé une charge de 3.108 UFC/mll
Pour fromage avec mélange, d’autre part une croissance de 2.108UFC/ml doté envers les
fromages avec campestris, 2.108UFC /ml pour d’Herba Alba et une absence totale pour le
témoin (Tableau 11). On constate que la charge de germe provient de la plante qui peut étre
mal traité.

Ces résultats ne concordent pas avec les travaux de (Cutter,2000), qui ont démontrées
que les extraits brut de plante comme 1’origan, le clous de girofle et le thym inhibent la
croissance des bactéries d’altération.
¢ Recherche des staphylocoques:

Les résultats de la recherche des staphylocoques sont dotés comme suites : 5.10°UFC/g,
9.10% UFC/g et 2.102 UFC/ml,3.10°UFC/ml Correspond aux mélange, campestris, herba alba
et fromage témoin respectivement (tableau XI). Le taux trouvé est acceptable et ne signifie
pas la présence des enterotoxines qui oblige un taux de 10°UFC/ml. Selon Wahiba et al.
(2010) ont obtenu une réduction d'une population de Staphylocoque avec l'utilisation d'HE de
poivre de Cayenne et de poivre vert dans le fromage Kareich qui concorde a nos résultats.

e Dénombrements Coliformes :

Les résultats obtenus montrent que le nombre des coliformes pour les fromages sont

comme suites : 8.107 UFC/ml, 2.108 UFC/ml et 1.108UFC/mlet1.108UFC/ml pour le fromage

avec mélange, Campestris, herba alba et le témoin respectivement. Ces valeurs retrouvées
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dépassent la norme J.O.R.A la charge tolérée est 103UFC/ml.
Cette augmentation est due au lait qui n’a pas subi un traitement thermique, a
I’impureté la poudre d’Artemisia et & la multiplication de coliforme dans le lait cru avant
la formation de fromage.
e Dénombrement des Levure et moisissure

Les résultats obtenus ont montré une charge de 2.10'UFC/ml, 1.10" UFC/ml et
1.10°UFC/ml et 7.10°UFC/ml pour le fromage avec mélange, campestris, herba alba et le
témoin respectivement et 1’absence totale de moisissure. Cette note est supérieure par rapport
au j’ben contenant une charge 3.10* UFC/g (Mennane et al., 2007).
Une forte teneur en levure et moisissure est due a la contamination de la surface par des
spores apres I’égouttage et la mauvaise conservation du fromage.

D’autres part ces résultats ne conforme pas les études de, Vazquez et al. ;2001) qui ont
rapporté que I'ajout d'eugénol, empéchait la production de citrine, une toxine produite par

Penicillium citrinum, dans le fromage ArztaUlloa.




Conclusion

Conclusion

L’objectif de cette étude est d’évaluer 1’activité antimicrobienne de 1’extrait aqueux
des plantes « Artemisia herba alba et Artémisia campestris » a 1’égard de deux souches
pathogénes et la production de quatre types du fromage dont trois sont additionné avec la
plante et le dernier n’en contient pas.

Les résultats des analyses de 1’activité antimicrobienne de I’extrait aqueux ont montré
que les deux plantes contiennent une activité inhibitrice avec un diamétre de zone d’inhibition
qui varie entre 0 et 22 mm pour A.herba alba et 0 a 24mm pour A .campestris .Nos résultats
ont montré que I’extrait aqueux de feuille agit sur E. Coli avec un diamétre de zone
d’inhibition de 22mm, 24 mm pour .A .herba alba et A. campestris respectivement. Ces
résultats montrent que 1’effet antimicrobien d’extrait de feuille est plus élevé par a rapport aux
autres parties vis-a-vis les bactéries testées.

D’autre part les analyses physicochimiques et microbiologiques ont été testées sur le
lait cru et le fromage. En se référant aux normes (J.O.R.A) les résultats obtenus sur les
coliformes, la FTAM, et les moisissures ont été en forte charge dans les deux denrées ce qui
ne conforme pas aux normes.

Les résultats obtenus pour le lait et le fromage ont montré une qualité
microbiologique acceptable de la flore lactique de 102UFC/ml et de S.aureus.

Cependant les analyses physicochimiques ont montré une valeur de ph de 6.61 pour le
lait qui correspond aux normes contrairement aux fromages additionnés avec plante, une
diminution de ph est remarquée .En outre I’acidité dornic pour le fromage est maintenue entre
23.4° et 18° et une valeur de 22.6°est détecté pour le lait ceci ne conforme pas la norme
JORA.

D’aprés les résultats obtenus sur les fromages frais démontrent que ce dernier ne peut
étre conservé qu’a 2 jours, pour cela ce travail pourrait étre repris dont les suggestions
suivantes sont recommandées :

v’ Effectuer un traitement thermique pour le lait.
v’ Effectuer un traitement pour les plantes, par lavage avec eau de javel ou alcool.
v" Améliorer les conditions d’hygiéne.

v’ Evaluer I’activité anti-oxydante de plante sur le fromage
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I.  Tableaux des différents composés :

Tableau |: Gélose PCA (Liofilchem, Italie)

Constituants

Quantite en g/l

Tryptone

Extrait de levure
Glucose

Agar

Eau distillée

2,5

15

1L

Autoclaves20minuteal20-C; pH=7+0,2

Tableau I1: Gélose MRS (institut pasteur d’Algérie)

Constituants Quantité eng/I
Dextrose 20
Peptone 10

Extrait de viande 8

Extrait de levure 4
Tween80 Iml

Phosphate dipotassique 2
Acétate de sodium 5
Citrated’ammonium 2
Sulfate de manganese 0,05
Sulfate de magnesium 0,20

Agar 10
Eau distille 1L

Autoclaver 20 minute a 120 C° ;pH=6,2




Tableau I11:GéloseBaird Parker (Liofichem,Italie)

Constituants

Quantite eng /I

Glycine
Cassiene pancréatique
Pyruvate de sodium
Extrait de viande
Chlorurede lithium
Extrait de levure
Agar

Eau distillée

12

10

10

13

1L

Autoclaver 20 minute a 120C°;pH=6,9+0,2

Tableau IV : Gélose OGA

Constituants

Quantité en g/l

Extrait de levure 5,0
Glucose 20,0
Oxytétracycline 0,1
Agar agar bactériologique 15,0

Autoclaver 20 minute a 25C° ;pH=7.0 £0,2




Tableau V:Gélose Muller Hinton (MH)

Constituants

Quantities g/l

Agar

Infusion de viande de boeuf 0.3
Peptones de caseine 17.5
Amidon de mais 15

17

Autoclaver20minutea 120-C;pH=7.4

TableauVI1:Composition de laphénolphtal€ine.

Constituants

Quantité en g/l

Phenolphthalein

Alcoholéthyliquea9s°

19100ml

Tableau VII: Hydroxyde de sodium(NaOH)al/9N.

Constituants

Quantite en g/l

Hydroxyde de sodium

Eau distillée

40

1000




TableauVIII:Valeur nutritionnelle
(Richonnet,2015)

moyenne pourl00 g de fromage

Composition Valeur nutritionnelle(/100g)

Eau 79

Energie (kcal) 118
Glucides(g) 4
Lipides (9) 17
Acides gras saturés (g) 12
Protéines(g) 9

Sodium(mg) 520
Calcium(mg) 95

Phosphor(mg) 140

Tableau IX : Classification d’Artemisia herba alba :Selon( Floret et al., 1982)

frais

Reégne
Embranchement
Sous embranchement
Classe

Sous classe

Ordre

Famille

Sous famille

Genre

Espéce

Plantae

Spermaphytes
Angiospermes
Dicotylédones
Gamopétales

Astrales

Asteraceae ou Compositae
Asteroideae

Artémisia

Artémisia Herba Alba Asso




TablauX : classification de I’ Artemisia compesttis Selon(Floret et al., 1982

Régne

Sous régne
Embranchement
Sous embranchement
Classe

Sous classe

Ordre

Famille

Sous famille

Genre

Espéce

Plantae
Spermaphytes
Spermatophyta
Magnoliophyta
Magnoliopsida
Asteridae
Asterales
Asteraceae
Asteroideae
Artemisia

Artemisia campestris L.




Résumé

L’objet de cette étude est la mise en évidence I’activité antibactérienne d’extrait

aqueux d’Artemisia herba alba et campestris vis-a-vis deux souches pathogenes et la
production de fromage frais additionné d’Artemisia.
Les résultats obtenus montrent que 1’extrait aqueux de la partie aérienne de plantes ont un
pouvoir antimicrobien avec des zones d’inhibitions de diametre 0 a 22 mm pour A.herba
alba et 0 & 24mm pour A.campestris. Avec un taux élevé pour la feuilles avec un diamétre de
22mm, 24mm respectivement pour bactérie Gram +. D’autre part 1’étude microbiologique a
montré une charge acceptable en bactérie lactique et S.aureus et une forte charge de
contamination (FTAM ,Les levures et moisissures et Coliformes) pour les deux denrées .En
revanche 1’études physicochimiques a montré une forte acidité

Mots clés : Artemisia, Fromage, activité antimicrobienne, Etude physicochimique

Abstract

The purpose of this study is to highlight the antibacterial activity of aqueous extract of
artemisia herbaalba and campestris against two pathogenic strains and the production of
fresh chesse enriched with Artemisia.The result obtained reveal that the aqueous extract of the
aerial part of plants has an antimicrobial power with an inhibition zone of diameter 0 to 22mm
for herba alba and Oto 24 mm for campestris.Withhight rate for leaves with diameter of 22
mm and 24 mm respectively for Gram+ bacteria.On the order hand, the microbiogical study
showed an acceptable load of lactic babacteriaandS.aureus.and a high contamination load
(FTAM ,yeasts and molds and coliforme ) for the two foodstuffs .On the other hand ,the
physiocochimical studies showed a high acidity

Key words ;artimisia ,chesse ,antimicrobial activity ,physicochemical study
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