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Introduction

Le corps humain est toujours confronté a plusieurs dangers tels que les radicaux libres
qui sont spontanément produits dans nos systémes biologiques. Ce sont des molécules
capables d’engendrer certaines pathologies et susceptibles d’altérer la qualité de 1’aliment
(Favier,2003).

Les antioxydants sont largement utilisés comme additifs par 1’industrie alimentaire pour
empécher ou retarder 1’altération des aliments, en inhibant notamment 1’oxydation lipidique.
Parallelement, leur réle préventif vis-a-vis du stress oxydatif a fait 1’objet de nombreuses
¢tudes, dans le but d’éviter I’apparition de maladies graves comme certains cancers, maladies
cardiovasculaire ou maladies dégénératives liées au vieillissement (Girardet, 2011).

Les plantes aromatiques et médicinales ont toujours occupé une place trés importante en
médecine vu leur capacité de prévenir, soulager ou guérir des maladies (Ismaili et al., 2016).
Plusieurs recherches ont montré dernierement que de nombreuses pathologies humaines sont
causées ou favorisees par le stress oxydant (Berger, 2006) : qui est un désequilibre entre les
systémes producteurs d’espéces radicalaires oxydantes et les systémes de défense antioxydant
(Bonnefont-Rousselot et al.,2002).

Par ailleurs, les polyphénols se dégradent au cours du processus de digestion par
I’activité des puissants sucs gastriques de 1’estomac, ce qui diminue leur effet antioxydant,
(Britten,2018). C’est pour cela que nous avons opté pour 1’enrichissement d’un produit laitier
qui est « le fromage » en se basant sur I’incorporation d’extraits végétaux bruts qui s’avérent
bénéfique pour ’amélioration de la qualité de ce produit vu I’'impact positif des interactions
entre les composés phénoliques et les protéines laitieres.

Dans le présent travail, nous nous sommes intéressées a I’enrichissement d’un
fromage frais par des antioxydants de la partie aérienne de deux plantes poussant
spontanément dans la région de Bejaia : Inula viscosa et Mentha spicata .

Notre étude est scindée en deux parties, une synthese bibliographique portant des
généralités sur : les deux plantes étudiées, les fromages, flore lactique, composés phénoliques
et radicaux libres, tandis que la deuxieme partie est consacrée pour 1’étude expérimentale qui
regroupe les différentes méthodes appliquées et résultats obtenus avec leurs interprétations et
discussions.

Enfin, une conclusion générale résumera 1’essentiel des résultats obtenus et des

perspectives apportées au travail sont proposées.
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I. Généralité sur la menthe
I.1. Description

La menthe verte est une plante vivace sauvage ou cultivée, elle est souvent
subspontanée. Ses feuilles sont sessiles, opposées, a limbes gaufrés munis de dents pointues,
elles sont lancéolées de couleurs vert vif sur les deux faces (Abidjan, 2010)

Les fleurs comportent un calice en forme de clochette, glabre ou cilié, divisé en 5 dents
linéaires, une corole violet péle, rose ou blanche, quatre étamines saillantes de taille identique.

La floraison a lieu de juillet a septembre (Figure n°1) (Teuscher et al., 2005)

La menthe verte pousse essentiellement sur les terrains riches, profonds et frais , elle

n’aime pas les sols calcaires. On la trouve surtout a basse altitude dans les régions tempérées

entre 400 et 1800 metres, elle préfere les lieux ensoleillés a semi ombragés (Olivereau et
Robouam , 2014).

Régne : Plantae
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Lamiales
Famille : Lamiaceae
Genre: Mentha

Espéce : Mentha spicata

Figure n°1 : Photographie des feuilles et fleurs de M spicata (Teuscher et al., 2005)




Synthese bibliographique

1.2. Nomenclature

Plusieurs noms ont été attribués a la menthe verte :

Tableau I : Nomenclature de M spicata (Teusher et al., 2005).

Nom kabyle et arabe Naanaa
Nom francais Menthe verte ou menthe douce
Nom anglais Spearmint, Green mint
Nom allemand Krauseminze, GruneMinze

1.3.  Composition chimique

Les huiles essentielles

La menthe verte est trés riche en huiles essentielles, elle est constituée de 40 a 80 % de L -
carvone, 5 a 15% de Limonéne, 50 a 60% Linalol , 20 % de 1,8 —cinéole et 8 a 10 % de

Menthone.

Les composés phénoliques
Selon Benabdallah (2017), les principaux composés phénoliques identifiés dans la menthe

verte sont comme suit :
e Les Acides phenoliques :

Acide rosmarinique, acide caféique (60 a 80%), acide chlorogénique, acide vanilique, acide 4-

hydrocinnamique, acide férulique et acide p-coumarique.
e Les flavonoides

Diosmentine, acacétine, thymonine, sideritoflavone, apigénine, catéchine,lutéoline, rutine.
e Les Tanins

Resveratrolstilbenoide, Tyrosolphenylethanoide .

v
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1.4. VValeur nutritionnelle

En plus des huiles essentielles et des composés phénoliques, la menthe verte renferme

certains nutriments qui sont récapitulés dans le tableau suivant :

Tableau Il : Valeur nutritionnelle de M spicata (Chakravarty., 1976).

Composés Teneurs
Protéines 4.8%
Lipides 0.6%
Carbohydrates 08%
Fibres 02%
Calcium 200 mg
Sel minéraux 1.6%
Fer 15.6%

1.5. Utilisation traditionnelle et propriétés pharmaceutiques
La menthe verte est traditionnellement utilisée contre les affections hépatiques,
cardiaques et respiratoires (Kee et al., 2017). Ainsi, I’éventail des propriétés attribuées a cette
espece est assez large, d’ou découlent quelques activités biologiques, parmi lesquelles, on

peut citer :

e Activité antibactérienne (Barchan et al., 2016) ;
e Activité anti-inflammatoire (Arumugam et al., 2008) ;

e Activité antioxydante (Javan, 2013).

-



Synthese bibliographique

Il. Généralités sur P’inule

I1.1. Description

L’inule visqueuse est une plante vivace méditerranéenne de la famille des Astéracées,
tres odorante et qui fleurit en octobre. On la trouve tres fréquemment dans les oliveraies avant

qu’elle ne soit arrachée, considérée comme une mauvaise herbe encombrante.

Les fleurs sont rayonnantes et jaunes, avec des inflorescences en longues grappes

pyramidales, on les observe en septembre-octobre (Figure n°2)

Les feuilles sont légérement collantes d’ou 1’appellation « visqueuse ». Elle pousse dans les
endroits incultes et le pied peut atteindre 120 centimetres de haut (Francois et Warlop |,
2006)

Selon (Fournier, 1947) , la classification de la plante est décrite comme suit :

- Regne : Végétal.

- Embranchement : Magnoliophyta
- Classe : Magnoliopsida

- Ordre : Astérales.

- Famille : Astéracees.

- Genre : Inula.

- Espéce : Inula viscosa

Figure n°2 : Photographies des feuilles et fleurs de I’inule visqueuse (Anonyme)
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11.2. Nomenclature

Plusieurs noms ont été attribués a 1’inule visqueuse :

Tableau I11 : Nomenclature d’l viscosa
Nom kabyle Amagramane
Nom arabe El tayoune
Nom frangais Inule visqueuse
Nom anglais Stichkyfleabane

11.3. Composition chimique

Les huiles essentielles

La composition chimique de 1’huile essentielle obtenue a partir des parties aériennes

fleuries d’1 Viscosa, a été analysée par chromatographie GC/MS.

Les sesquiterpenes alcooliques fokienol (38.8%) et E-nerolidol (7.1%) ont été considéres

comme principaux composants parmi les 53 constituants identifiés qui représente (60%)

d’huile.

Les composés phénoliques

Les polyphénols : Ils sont caractérisés par un ou plusieurs noyaux aromatiques
hydroxylés. Les polyphénols sont classés en différents groupes (les flavonoides, les
tanins, les stilbenes, les lignanes et les coumestanes, autres phytoestrogenes, les
saponines ou triterpenoide) en fonction du nombre de noyaux aromatiques qui les

composent et des substitutions qui les relient (Manallah,2012).

Les terpénoides : Le terme de terpénoide est attribué a tous les composés possédant
une structure moléculaire construite d’'un monomeére a 5 carbones appelé isopréne.

Ces composés majoritairement d’origine végétale sont classés en: Hémiterpénes
monoterpenes, sesquiterpénes, diterpenes, triterpenes, tétraterpénes et polyterpenes.
(Malecky, 2005).

Les Alcaloides : Un alcaloide est une substance organique azotée d’origine végétale a

caractere alcalin et présentant une structure moléculaire hétérocyclique. lls sont

v
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produits dans les tissus en croissance : jeunes feuilles, jeunes racines. Puis, ils gagnent
ensuite des lieux différents et lors de ces transferts ils peuvent subir des modifications
(Krief, 2003).

11.4. Utilisation traditionnelle et propriétés pharmaceutiques

En Algérie, I’inule visqueuse jouit d’une grande popularité ou elle est utilisée sous
forme de suc de feuilles fraiches pour arréter les hémorragies, prévenir les inflammations et
activer les cicatrisations (Baba Aissa, 2000). Elle possede une activité biologique et
antibactérienne pour prolonger la durée de conservation de nourriture (Franco et al., 2008) .

L’un de ses composés (terpénoide) est utilis¢ dans le secteur de la nutrition humaine
(joue un role dans la saveur, la conservation, etc.) ainsi que dans l’industrie du parfum

(Upton, 2006).

Inula Viscosa possede une activité antidiabétique (Zeggwagh et al., 2006), une activité
antipyrétique et antiseptique (Lauro et Rolih,1990). Elle est aussi prescrite comme un agent
dans I’induction de I’avortement et la stérilité des femelles (Al-Khalil et al., 1992).

I11. Généralités sur les composés phénoliques
111.1. Polyphénols

Les composés phénoliques ou polyphénols sont des métabolites secondaires caractérisés
par la présence d’un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou engagés
avec un glucide. Ils sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs (racines,
tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois). Les plus représentés sont les

anthocyanes, les flavonoides et les tannins (Boizot et Charpentier, 2006).

De nombreux travaux suggerent que les polyphénols participent a la prévention des maladies
cardio-vasculaires. Leur consommation se traduit par une augmentation transitoire de la

capacité antioxydante du plasma dans les heures qui suivent le repas (Manach et al., 2005).

I111.2. 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
(C6-C3-C6) (Ghedira, 2005). Ce sont des pigments trés largement répandus dans le regne
végétal (les fruits, les légumes, les graines ou encore les racines des plantes), souvent

responsables de la coloration des fleurs et des fruits (Kim et al., 2004). A 1’état naturel ils

<!
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existent le plus souvent sous forme d’hétérosides. Les principales classes des flavonoides sont

les favones, les flavonols, les flavan-3-ols et anthocyanidines (Chira et al.,2008).

De nombreux flavonoides comme le lycopene dans les tomates et les procyanidines
dans les pommes, le raisin et les fraises, sont utilisés en médecine pour la prévention du
cancer et des maladies cardiovasculaires aussi comme agents antiviraux, d’autres sont utilisés

pour leur saveur ou leur parfum (Nabors, 2009).

111.3. Tannins

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

fibres de collagéne de la peau qui présentent aussi la propriété de précipiter les alcaloides.

Leur poids moléculaire (PM) est compris entre 500 et 3 000 Da, ils se trouvent dans
toutes les parties de la plante : 1’écorce, le bois, les feuilles, les fruits les racines (Zimmer et
Cordesse, 1996).

Selon leur structure biochimique, il est usuel de distinguer deux classes de tannins : les

tannins hydrolysables (THSs) et les tannins condensés (TCs) (Frutos et al., 2004).

1VV. Généralités sur les radicaux libres

La matiére vivante est composée d’atomes qui comprennent respectivement des
éléments appartenant au noyau et d’autres, les électrons qui forment un nuage orbital autour
de celui-ci. Ces électrons sont animés d’un mouvement de rotation a la fois autour du noyau et

sur eux-mémes. (Xavier et Leverve, 2009).

Ces mouvements correspondent a une énergie importante qui rend ces composés
instables c’est-a-dire trés réactifs avec les éléments voisins. Dans la matiere, ces électrons
sont le plus souvent stabilisés grace a la formation de couples ou paires d’¢électrons. On
appelle radical libre tout corps qui contient un ou plusieurs électrons libres (célibataires) le

rendant trés réactif.

A I’état naturel I’oxygéne qui comporte naturellement deux électrons célibataires sur la
couche périphérique est trés instable avec une tres forte tendance a « oxyder » les composés
qu’il rencontre en leur arrachant un électron pour I’apparier a 1’'un de ses électrons
célibataires. Ces composés deviennent a leur tour instable initiant une véritable chaine de

peroxydation. (Xavier et Leverve, 2009).

-
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V. Généralités sur le fromage frais
V.1. Définition

Selon la norme du Codex Alimentarius (2001), le fromage frais ou non affiné est un
fromage qui est prét a la consommation peu de temps apres sa fabrication. Ce fromage se
caractérise par 1’absence d’affinage aprés les étapes d’égouttage et de moulage, fabriqué a

partir de lait ou de creme propre a la consommation humaine.

Il résulte de la coagulation a prédominance lactique du lait, combinant souvent 1’action

des ferments lactiques et celle de la présure (Luquet et Corrieu, 2005).

V.2. Valeur nutritive

La valeur nutritionnelle du fromage varie selon la teneur en matiére grasse du lait utilisé

ainsi que le procédé de fabrication.
Le tableau ci-dessous représente la valeur nutritive d’un fromage frais :

Tableau 1V : valeur nutritionnelle moyenne d’un fromage frais (Richonnet, 2015)

Elément Concentration

Eau (g) 79

Energie (Kcal/1009) 118
Protéines (g/100q) 9
Lipides (g/100gq) 17
Acides gras saturés (g/100g) 12
Glucides (g/100g) 4

Calcium (mg/100g) 140

Sodium (mg/100g) 520
Phosphore (mg/100g) 95
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V.3. Principe de fabrication du fromage a pate fraiche

Le principe général de la fabrication du fromage frais est réesumé dans le diagramme suivant :

Lait de vache

Pasteurisation < > Ajout des
90°/20mn ferments
Coagulation
Gel
Egouttage
Lactosérum Caillé

Fromage frais

Figure n°® 03 : Schéma de base de fabrication des fromages frais (Jeantet et al. 2007)

V1. Généralités sur les bactéries lactiques
V1.1.Caractéristiques générales

Les bactéries lactiques ont toujours occupé une place importante parmi les auxiliaires de
fabrication alimentaire, leurs caracteres variés et leurs multiples propriétés sont largement
exploités dans I’agroalimentaire. Les 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).

Les bactéries lactiques sont des cellules vivantes, procaryotes, gram-positives,

hétérotrophes et chimio-organotrophes. Elles sont le plus souvent immobiles, jamais

.
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sporulées, catalase négative, oxydase négative, anaérobies facultatifs, micros aérophiles.
Encore appelées bactéries de 1’acide lactique, elles sont caractérisées par leur aptitude a
fermenter les glucides en produisant de 1’acide lactique en utilisant les voies cataboliques
d’Embden Meyerhof Parnas (EMP), de Dickens-Horecker et d’Entner Doudoroff. Elles sont
dites homofermentaires lorsque 1’acide lactique est le seul produit formé, par contre elles sont
hétérofermentaires lorsque d’autres composés comme 1’éthanol et le CO2 sont produits en

méme temps ( Savadogo et Alfred , 2011).

V1.2.Principaux genres

Les bactéries lactiques utilisées dans 1’industrie fromagére regroupent plusieurs genres

dont les principaux sont Lactococcus et Lactobacillus.

Lactococcus

Lactococcus est représenté par six espéces (Lc. garviae, Lc. lactis, Lc. piscium, Lc.
plantarum, Lc. raffinolactiet Lc. xylosus), trois sous-espéces(Lc. lactisssp. lactis, Lc. lactisssp.
cremoriset Lc. lactisssp. hordniae) et un biovar (Lc. lactissp. lactisbiovardiacetylactis)
(Raynaud, 2006).

Ces especes présentent un métabolisme homolactique et sont mésophiles puisque leur

température optimale de croissance est aux alentours de 30°C (Casalta et Montel, 2008).

Les souches de Lactococcus lactis sont fréquemment utilisées dans la fabrication de
produits laitiers et ont pour intérét une acidification correcte et une génération de saveurs et
d’arobmes. En fermentant le lait, elles donnent ainsi au produit fini des caractéristiques
organoleptiques particulieres et permettent une conservation plus longue (Drouault et al.,
1999).

Lactobacilus

Les bactéries appartenant a ce genre sont des bacilles longs et fins souvent groupés en
chaines, se développant a un optimum de température situé entre 30 et 40°C.

Les lactobacilles ont des exigences nutritionnelles tres complexes en acides aminés,

vitamines, acides gras, nucléotides, en glucides et en minéraux (Khalid et Marth, 1990).
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I. Matériel vegétal

La récolte des feuilles de I’inule visqueuse et de la menthe verte est réalisée dans deux

régions de la wilaya de Bejaia (la région d’ Amizour, et la région de Tichy).

1.1. Traitement des échantillons

1.1.1. Test d’humidité

Les feuilles fraichement cueillies ont subi un test d’humidité selon le diagramme suivant :

3g de feuilles Etuvage a 105°
fraiches pendant 2h

Les résultats sont calculés selon la formule

H%=(M1-M2)/M1*100
H%: Taux d’humidité exprimé en pourcentage.

M1 : Poids de I’échantillon en gramme apreés la récolte (plante

fraiche).

M2 : Poids de I'échantillon en gramme apres le séchage

(plante seche).

1.1.2. Pré-traitements des échantillons

Les feuilles des deux plantes ont été soigneusement lavées plusieurs fois avec de I’eau

minérale, égouttées puis séchées a 40° dans une étuve pendant environ une semaine.

Apres séchage, elles ont été broyées a I’aide d’un broyeur €lectrique puis tamisées afin

d’obtenir une poudre fine.

Les poudres ainsi obtenues sont conservées dans des bocaux en verre, préalablement
séchés a I’étuve, hermétiquement fermeés et emballés dans du papier aluminium afin d’éviter

le phénomene d’oxydation de leurs différents composés.

-
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Il. Préparation des échantillons de fromage

Le fromage frais utilisé¢ dans notre étude a ét¢ fabriqué dans une laiterie au niveau d’EL
KSEUR, il a été récupéré directement apres égouttage dans des bocaux stériles et acheminé

dans une glaciaire au laboratoire de Contréle de Qualité, PREVOLAB.

Les echantillons de fromage utilisés pour notre étude, ont été aseptiqguement préparés
ainsi :
. Fromage A : fromage témoin.
. Fromages B, C et D sont les fromages enrichis par 0,25%, 0,5% et 0,75% de

poudre des deux plantes préalablement stérilisées a 90°C/5min dans un four

pasteur.

Les échantillons de fromage ont été conservés dans des boites stériles, le suivi des
paramétres physicochimiques et microbiologiques a été effectué pendant 25 jours de
conservation au réfrigérateur (6°C).

1. Analyses physicochimiques

Un suivi des analyses physico-chimiques a été effectué pendant la période de

conservation des échantillons de fromage avec un intervalle de 6 jours.

I11.1.Préparation des extraits aqueux des échantillons de fromage
Chaque ¢échantillon de fromage frais (2g) a ét¢ homogénéisé avec 18ml d’eau distillée ; les
échantillons obtenus ont été ensuite centrifugés a 4500tr/mn pendant 10mn ; le surnageant a

été récupéré puis analysé.

I11.2.Dosage des polyphénols totaux

Les teneurs en composés phénoliques totaux ont été évaluées suivant la méthode

colorimétrique au Folin-Ciocalteu (Singleton et al.,1999).

Principe

Le dosage des polyphénols totaux est basé¢ sur la réduction de I’acide
phosphomolybdene en phosphotengsténe du réactif de Folin-Ciocalteu lors de 1I’oxydation des
phénols, en un mélange d’oxydes de bleu de tungstéene (W8023) et de molybdéne (M08023).

La présence de carbonate de sodium rend le milieu légerement alcalin. L’intensité de la
coloration bleue est proportionnelle au taux de composés phénoliques (Ribérau-Gayon,
1998;Bucic-Kojic et al.,2007).
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Mode opératoire
La figure suivante résume le protocole du dosage des PPT ;
200 pl 1ml de Folin 800 pul de

d’extrait Ciocalteu 1/10 carbonate
7.5% de sodium

Incubation pendant 2h a ’obscurité

Lecture a 760nm

Figure n°04 : Protocole de dosage des polyphénols selon Boizot et Charpentier (2006).

Expression des résultats

Les concentrations en polyphénols totaux sont déduites d’aprés une courbe d’étalonnage

établie avec I’acide gallique (Annexe 1) & différentes concentrations.

Les résultats du dosage sont exprimés en milligramme d’équivalent acide gallique par

gramme de fromage (mg EAG/g).

111.3. Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides a été déterminée par la méthode colorimétrique au trichlorure
d’aluminium (Kim et al., 2003).

Mode opératoire
Iml d’une solution de trichlorure d’aluminium AICI3 a 2% a été ajouté a 1 ml de

I’extrait aqueux. Apres 10 min d’incubation, I’absorbance est lue a 430 nm.

D’aprés la courbe d’étalonnage (Annexe III), la teneur en flavonoide est exprimée en

milligramme équivalent de quercétrine par gramme de poids de I’extrait.
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I11.4. Evaluation de I’activité antioxydante par le test DPPH
Principe
Lel,1-Diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH) est un radical libre stable de couleur violacée
qui absorbe a 517 nm. En présence de composés anti-radicalaires, le radical DPPH est réduit
et change de couleur en virant au jaune. Les absorbances mesurées a 517 nm servent a

calculer le pourcentage d’inhibition du radical DPPH, qui est proportionnel au pouvoir anti

radicalaire de I’échantillon (Chaabi, 2008).

Mode opératoire

La figure suivante résume le protocole du dosage

1,95ml de la solution 50ul d’extrait
de ou standard
DPPH (quercétine)

Incubation 30mn a I’obscurité

Lecture de ’absorbance a
517nm

Figure n°05 : Protocole de mesure de I’activité anti-radicalaire par le test DPPH
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Expression des résultats

L’activité anti-radicalaire est estimée selon 1’équation suivante :

[ % d’activité anti-radicalaire = [1- (AbSéchantiIIon / AbScontrol )] x 100 ]

Avec : Abscontrol et Abs échantillon sont les absorbances du contrdle et de 1’échantillon

respectivement.

111.5. Détermination de I’acidité titrable
Principe
Le principe est basé sur un titrage de 1’acidité par 1’hydroxyde de sodium (NaOH 0,1 M)

en présence de phénolphtaléine comme indicateur coloré.

Mode opératoire

Dans un bécher, 1 ml d’extrait de chaque échantillon est introduit et 9 mL d’eau distillée
ont été ajoutés, 3 gouttes de phénolphtaléine (1%) ont été additionnées et la suspension de
fromage a été titrée avec une solution de NaOH (0.1 M) jusqu'au virage de la couleur au rose
qui persiste durant 30 secondes (Zainoldin et Baba, 2009).
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Figure n° 06 : Titrage du fromage par la solution NaOH

Expression des résultats

L’acidité des échantillons est exprimée en équivalent acide lactique (AL) en utilisant la

formule suivante :
AL (%) = 0.9 X VNaoH

Avec VNaOH: chute de la burette

I11.6. Détermination de la teneur en matiere grasse
I11.7. Principe

Cette méthode est basée sur la dissolution des composants du fromage par I’acide
sulfurique ou un mélange d’acides, suivie de la séparation de la matiére grasse du produit
contenu dans un butyrométre par centrifugation. La séparation peut étre favorisée par

I’addition d’une petite quantité d’alcool iso-amylique.

Mode opératoire

Dans des godets, 3 g de fromage ont été pesés. Le godet a été placé dans le butyromeétre,
I’acide sulfurique (90 %) a été ajouté, le tout est incubé dans un bain marie pendant 60
minutes pour faciliter la dissolution. Aprés incubation, 1 ml d'alcool iso-amylique a été

additionné et le mélange a été centrifugé pendant 10 minutes a 5000 tr/min.
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Figure n°07 : Dosage de la matiere grasse

Expression des résultats

La lecture se fait directement sur 1’échelle du butyrométre en pourcentage.

Figure n° 08 : Résultats du pourcentage de la MG
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IV. Analyses microbiologiques

Les analyses de conformité du fromage frais (témoin) et des poudres (I Viscosa, M

Spicata) effectués sont resumées dans le tableau ci-dessous :

Tableau V : Analyse de conformité du fromage frais.

Germes recherchés Milieu utilisé ~ Température et durée d’incubation
E. Coli (JROA ,2017) VRBL 44C°/48h
Staphylocoques a coagulase + GC 37C°/48h
Salmonella SFB 37C°/24h

Tableau VI : analyses de conformité des poudres.

Germes recherchés Milieu Température et durée
utilisé d’incubation
GA /30°C PCA 37°C/48h
Coliformes thermo VRBL 44°C/48h
tolérants
Moisissures OGA 25°C/5j
GA sulfitoréducteurs GC 44°C[48h
Salmonella GC 37°C/48h

Apreés addition des poudres d’I viscosa et M spicata aux fromages frais, les levures et
moisissures ainsi que les coliformes totaux ont été dénombrés a J+1.

Afin d’évaluer I’effet des deux plantes sur la flore lactique, deux suivis ont été effectues

pour les échantillons de fromage enrichis pendant 25 jours de conservation, 1’un s’est effectué

au 1% jour de I’enrichissement et 1’autre au 25™ jour de conservation ainsi qu’un suivi de

I’activité antibactérienne avec un intervalle de 6 jours.
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1V.1.Dénombrement des levures et moisissures

Ensemencement en masse de 1 ml de la suspension mere avec la gélose OGA. Apreés
solidification, les boites ont été incubées a 25°C/5jrs,le nombre de micro-organismes
caractéristiques aux levures et moisissures par gramme d’échantillon, correspondait au
nombre de colonies comptées sur la boite ensemencée multiplié par deux. Une boite témoin
contenant environ 15mL de gélose OGA et un autre contenant 1mL d’eau physiologique et

environ 15mL du milieu OGA ont été préparées pour controler leur stérilité.

1VV.2.Dénombrement des Coliformes totaux

Ensemencement en masse de 1 ml de la dilution avec la gelose VRBL. Aprés
solidification, les boites ont été incubées a 30°C/24h. Le nombre de coliformes totaux par
gramme d’échantillon, correspondait au nombre de colonies comptées sur la boite
ensemencée multiplié par deux. Une boite témoin contenant environ 15mL de gélose VRBL
et une autre contenant ImL d’eau physiologique et environ 156mL de gélose VRBL ont été

préparées pour contrbler leur stérilité.

IVV.3. Flore lactiques
IVV.3.1. Lactobacilles
Ensemencement en masse de 1 ml des dilutions 10 a raison de deux boites de Pétri
pour chaque dilution, avec la gélose MRS. Aprés solidification du mélange, une couche
superficielle composée d’environ 10 ml de milieu MRS a été ajoutée. Afin d’obtenir des
conditions de semi-anaérobiose on double la couche. Les boites ont été laissees se solidifier et
incubées a 37°C /72 h.

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=>C/V(nl+0.1n2)d

Ou:

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

V : volume de I’inoculum (ml) ;

nl: nombre de boites retenues a la premiere dilution ;

-
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n2 : nombre de boites retenues a la deuxieme dilution ;

d : taux de dilution correspondant a la premiére dilution retenue.

IV.4. Mesure de P’activité antibactérienne

Un test a été réalisé concernant 1’effet antibactérien des feuilles de 1’inule visqueuse et
de la menthe verte sur la croissance de trois souches bactériennes qui sont Escherichia coli,
staphylococcus aureus et Klebciella Pneumaniae.

Deux méthodes de diffusion de la substance antibactérienne ont été réalisées : la méthode

des puits et la méthode des disques (méthode d’antibioaromatogramme).
« Méthode des puits

Cette méthode repose sur la diffusion de la substance inhibitrice dans des puits creuses
dans une gélose de Muller —Hinton contenant dans sa masse une souche indicatrice. A partir
des cultures jeunes préparées on préléeve quelques colonies des bactéries dans 5 ml d’cau

physiologique stérile.

On verse la gélose dans des boites de pétrie qui sont partagés au préalable en quatre
faces.Apres solidification, les puits sont creusés dans la gélose a I’aide d’une cloche de
Durham stérile ensuite trois puits sont remplis de 1’extrait aqueux d’un échantillon et le puits
restant est rempli par un témoin (antibiotique). Les boites sont incubées a 37c® pendant 24
heures.

* Méthode d’antibioaromatogramme

Un volume de 0,2ml de la suspension bactérienne est étalé a la surface de la gélose, puis
on dépose les disques de papier filtre stérile a la surface. Aprés incubation a 37c® pendant 24

heures, des zones d’inhibition peuvent étre observées autour des disques.

Lecture des résultats
L’activité antimicrobienne se manifeste par 1’apparition d’un halo d’inhibition de la
croissance microbienne autour des puits contenant la substance inhibitrice testée. Le résultat

de cette activité est exprimé par le diametre de la zone d’inhibition.

-
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V. Analyses sensorielles

L’évaluation sensorielle a porté sur sept échantillons de fromage codés comme suit :

. Fromage A : ¢’est un témoin (fromage frais sans addition de poudre).

. Fromage B, C, D, E, F, G : fromage frais incorporé avec 0,25 ; 0,50 et 0,75 % de
poudre de I’inule et de la menthe respectivement. L’analyse sensorielle a été
réalisée au niveau du laboratoire d’analyses sensorielles de 1’Université¢ de Bejaia,

par un jury expert composé de 8 sujets.

Les sujets sont invités a se prononcer sur les caractéristiques : couleur, odeur, goQt, aréme et
la texture des différents fromages. Ces sujets sont également invités a exprimer leur
préférence et donner une appréciation sur une échelle de coloration de 1 & 9 points (Annexe I).
Chaque dégustation a été suivie d’un gargarisme a grande eau afin d’éviter toute interférence
d’aromes.

V1. Analyses statistiques

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + écart type. Les
comparaisons multiples et la détermination des taux de signification sont faites par le test
ANOVA. Les différences sont considérées statistiquement significatives au seuil de 0,05.

Les comparaisons des analyses sensorielles ont été faites en utilisant le logiciel Excel-STAT
2014.
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I. Analyses physicochimiques
I.1. Teneur en humidité

Le test d’humidité est réalisé dans le but d’estimer la teneur en eau des plantes étudiées

100
90 0.02 0.14 0.7

80

70

60
50
40
30

Teneur en humidité (%)

20
10

l.viscosa M.spicata fromage T

Figure n°09 : Teneur en humidité des feuilles fraiches des plantes et du fromage témoin.

Les résultats de cette analyse illustrée sur la figure n°09 ont révélé que la teneur en
I'humidité des feuilles d’1 Viscose est trés importante, avec un taux d’environ 84,42 +0,02
% en eau comparé a M Spicata qui montre une teneur de 78,70 +0,14 % en eau. Toutefois,
le taux d’humidité est treés influencé par certains facteurs liés a la plante et/ou aux
conditions environnantes (Hopkins, 2003).

Cette différence peut étre liée aux facteurs climatiques du milieu et au moment de
la récolte (Abdoune ,2012). Et aussi a la différence de I’espéce étudiée.

Pour le fromage frais témoin, la teneur en eau est de 65,26 +0,7%. Afin d’éliminer
cette quantité d’eau qui est une source de dégradation de polyphénols par oxydation
(Ribereau-gayon, 1968), un séchage leur a été effectué pour garantir une meilleure
conservation des échantillons, en inhibant les activités enzymatiques (Ribérau Gayon,
1968).
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1.2. Teneurs en polyphénols totaux

La teneur en PTT obtenue pour les deux plantes utilisées est illustrée dans

I’histogramme suivant :
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M.spicata l.viscosa

Figure n° 10 : Teneur en PPT des feuilles de M.spicata et I.viscosa.

D’aprés les résultats illustrés dans la figure n°10, la teneur en composés
phénoliques dans I’extrait aqueux des feuilles d’l.viscosa est de 35,10 et 136,56 ug EAG /
g de MS pour M.spicata, ce qui montre la richesse de cette derniere en phénols totaux
comparées avec celle trouvée par (Fletcher et al .,2005) qui va de 51 a 73 ug EAG /g d’un

extrait des feuilles de M spicata (récoltée en 5 périodes différentes).

Nous remarquons que les teneurs en PPT des fromages enrichis avec les feuilles de
M spicata sont inférieures a celle trouvée dans ’extrait aqueux de cette plante, ce qui
pourrait étre expliqué entre autres par la différence de la méthode d’extraction et du poids
de la poudre utilisée (Brahmi et al .,2015).
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Les teneurs en PPT obtenues pour les différents fromages au cours de la

conservation sont illustrées dans I’histogramme suivant :

Hfromage A M fromageB fromage C fromage D MfromageE MfromageF M fromageG
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Figure n°11 : Teneurs en PPT des fromages au cours de la conservation.

Les lettres différentes indiquent une différence significative p<0.05. Les résultats sont

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

On note a partir de la figure n°11, que le fromage A (fromage témoin) présente une
faible teneur en PPT qui est pratiquement constante tout au long de la durée de
conservation. Tandis que la teneur en PPT pour les fromages enrichis augmente au fur et a

mesure de I’augmentation de la concentration des poudres (menthe verte, inule visqueuse).

Ces teneurs sont proportionnelles a la durée de conservation jusqu’au j+18ou elle
commence a diminuer en passant de 141.8 + 0,26 ug EAG/100g de fromage pour le
fromage B et 45.65 + 0,43 ug EAG/g de fromage pour le fromage D au j+18 pour atteindre
68.82 + 0,44 ug EAG/g fromage et 10.90 = 0,64 ug EAG/100g fromage respectivement.

En effet, I’eau est une source de dégradation des polyphénols par le phénomene
d’oxydation (Ribéreau-Gayon, 1968) ce qui peut expliquer la diminution du taux de PPT

a la fin de la conservation. Par I’influence du moyen de conservation sur la progression de
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la teneur en eau dans ces fromages frais, les résultats trouvés dans la présente étude nous
indiquent que la teneur en PPT du fromage frais enrichi avec les feuilles de I’Inule
visqueuse (35,10 = 0,63 ug/g de MS) est inférieure a celle trouvée dans les fromages
enrichis avec cette plante par les trois concentrations au J+6, J+12 et au J+18. En revanche,
les teneurs en composés phénoliques dans le fromage enrichi par M Spicata diminuent
comparées a la teneur en composés phénoliques des feuilles séchées de cette derniere qui
est de 136,56 +0,37 ug EAG/g de MS.

L’analyse de la variance ANOVA au seuil de signification 5%, n’a révélé aucune
différence significative entre les sept fromages au ler jour de conservation a 6°C. Pour les
jours qui suivent la différence est significative.

1.3. Teneur en flavonoides

La teneur en flavonoides des feuilles de M.spicata et l.viscosa est illustrée dans la
figure suivante ;
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Figure n°12 : Teneurs en flavonoides des feuilles de M.spicata et I.viscosa.

Les flavonoides des extraits des feuilles d’l.viscosa apres séchage sont de 94,11 +
0,19 mg EQ/g de MS et augmentent lors de leur incorporation dans le fromage frais avec
un taux de 97,63 au J+1 pour fromage G ( enrichis avec 0,25% d’inule) et allant jusqu'a
117,47 mg EQ/g de MS au J+24 , alors que la poudre de M.spicata présente une teneur de
286 ,63 + 0,25 mg EQ/g de MS en flavonoides qui diminue dans les six fromages frais

&
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enrichis, en prenant comme exemple le fromage D qui possede 146 ,23 mg EQ/g de MS
en flavonoide dans le J+1 et 45,51 au J+24.

La teneur en flavonoides obtenue pour les différents fromages durant la

conservation est illustrée dans 1’histogramme ci-dessous :
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Figure n°13 : Teneur en flavonoides des fromages au cours de la conservation.

Les lettres différentes indiquent une différence significative p<0.05. Les résultats sont
classés par ordre croissant (a>b>c>d>e).

Des teneurs en flavonoides extraites dosées pour les fromages enrichis et fromage
témoin, varient de 27.6 £ 0,25 mg EQ/100 g de fromage a 168.8 +0,15 mg EQ/100g de
fromage.

La teneur la plus élevée d’aprés la figure n°13 est obtenue au j+6 pour le fromage
E, cette augmentation est due a la profusion considérable de Inula Viscosa en flavonoide
(Grande et al.,1985 ; Wolleneweber et al.,1991 ; Bruce et al.,2001)

Par ailleurs les taux les plus faibles sont observés pour les fromages B, C, D. En
effet, des teneurs pratiquement faibles sont obtenues au j+12 et j+18 pendant que celles-ci

portent a nouveau de fortes concentrations au j+24.
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Cette variation des teneurs serait dd vraisemblablement au fait que le dosage par le
réactif chlorure d’aluminium n’est pas spécifique aux flavonoides mais beaucoup de
composés peuvent réagir avec ce réactif tels que les protéines et les sucres donnant un taux
en flavonoides apparent élevé.

En outre, on peut expliquer nos résultats par rapport a I’existence de certains
composés biodégradables de structure chimique similaire a celle des flavonoides qui
peuvent absorber a la méme longueur d’onde.

Pour les six fromages formulés au j+1 les teneurs en flavonoides varient entre 97mg
EQ/100 g de fromage et 146 mg EQ/100 g de fromage. Au seuil de signification a = 0,05,
aucune différence significative n’a était révélée. Pour les jours qui suivent, la différence est
significative.

|.4. Pourcentage d’inhibition du radical (DPPH)
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Figure n°14 : Pourcentage d’inhibition du DPPH dans les feuilles d’l.Viscosa et
M.Spicata.

Ce test du pouvoir anti radicalaire est tres utilis€ pour évaluer [’activité
antioxydante dans les systemes biologiques (Molyneux, 2004).
D’apres les résultats obtenus en (figure n°14), I’activité anti-radicalaire est plus

¢levée dans I’extrait de feuilles de M.spicata que dans I’extrait de feuilles d’l.viscosa.
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Le pourcentage de réduction du radical DPPH augmente avec I’augmentation de la
concentration en antioxydants ,plus il y a apport d’antioxydants plus les radicaux DPPH
sont reduits (Hayder et a.,l 2004).

Les fromages enrichis par les feuilles d’l.viscosa possédent un potentiel anti-
radicalaire hautement appréciable contre le radical DPPH. En effet, le fromage G enrichis
par 0,25% d’l.viscosa présente une meilleure activité avec un taux de73,81 % au J+18
ensuite viennent respectivement le fromage F avec un taux de 25,40% et le fromage E
21,57 au J+12. Cependant, les fromages enrichis par 0,75%, 0,5% et 0,25% de poudre de
M.Spicata (B ,C,D) ont exhibé des activités plus faibles avec des taux de 14% , 16% et
12,4% respectivement au j +6 comparées a la teneur obtenue des feuilles séchées de
M..spicata qui est de 29,48%.
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Figure n°15 : Activité anti radicalaire des fromages au cours de la conservation.

Les lettres différentes indiquent une différence significative p<0.05. Les résultats sont

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

D’apres les résultats obtenus en figure n°15, les fromages enrichis présentent une
activité antioxydante élevée par rapport au fromage témoin A. Le pouvoir antiradicalaire

est proportionnel a la concentration de la poudre de feuilles séchées incorporées dans les
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fromages. L’augmentation du pourcentage d’inhibition du radical DPPH est due au clivage
et libération des composés phénoliques a des puissances plus élevées, ce qui induit a une
forte activité anti radicalaire (Hayete et al., 2010).

L’allure du graphe nous indique que 1’extrait du fromage G présente une meilleure
activité avec un taux de 73.81 +1,21 %, celui-ci étant enrichi par la poudre de I’inule
visqueuse.

Il parait également, que Danino et ses collaborateurs (2009) ont fait les mémes

constations concernant I’efficacité des feuilles d’Inula Viscosa a piéger le radical DPPH.

Le pourcentage d’inhibition du DPPH évolue au fil du temps (du j+1 jusqu’au j+18)
ce qui serait di a I’abondance d’antioxydants dans ces fromages (flavonoides,
polyphénols) qui le réduisent par transfert d’électrons ou de protons.

Au j+24 on constate des valeurs dépréciées de pourcentage d’inhibition du radical
DPPH, d’aprés Bondet 1997 quelques composés réagissent trés vite avec ce dernier en
réduisant un nombre de molécules de ce radical qui est égale a celui des groupements
hydroxyles de 1’antioxydant.

Les fromages enrichis par | viscosa possedent un pouvoir anti radicalaire plus
important que ceux enrichis par M spicata Cela peut étre expliquée 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).

Il semblerait que les résultats obtenus concernant ’activité anti-radicalaire sur le
radical DPPH ont montré I’absence d’une différence significative au seuil de signification
a = 0,05.

Nous avons essayé de tracer des courbes de corrélation linéaire entre les teneurs en
polyphénols totaux et I’activité antioxydante (DPPH) des différents fromages étudiés ; les
graphes avec les coefficients de corrélation ainsi obtenus sont représentés dans la figure
n°16

|
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Figure n°16 : Courbes de corrélation établies entre 1’activité antioxydante (DPPH) et les
PPT des fromages B et F

L’analyse statistique indique I’existence d’une bonne corrélation positive entre les
teneurs en polyphénols totaux et le pourcentage d’inhibition du DPPH des extraits des
fromages frais enrichis F, E et D avec des coefficients de corrélation R= 0.9830, R=0,873
et R=0,722 respectivement. Donc plus les teneurs en composeés phénoliques sont élevees
plus le pouvoir réducteur augmente ce qui indique que les PPT sont de bons donneurs

d’électrons.

D’autre part, les fromages C et G montrent 1’existence d’une corrélation positive
d’intensité moyenne entre les teneurs en polyphénols totaux et le pourcentage d’inhibition
DPPH (R= 0,5886 et R=0,5639) respectivement et une faible corrélation positive (R=
0,3249) pour le fromage B.
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1.5. Acidité titrable

La figure suivante résume I’évolution de I’acidité titrable des fromages en fonction de la
durée de conservation ;
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Figure n°17 : Evolution de ’acidité titrable des fromages en fonction de la durée de

conservation.

Les lettres différentes indiquent une différence significative p<0.05. Les résultats sont
classés par ordre croissant (a>b>c>d>e).

Les résultats du test d’acidité des fromages frais enrichis pendant 24j de
conservation a 6°c, nous montrent une variation des valeurs.

Le pH et I’acidit¢ dépendent de la flore microbienne totale et de son activité
métabolique (Labioui, 2009), lorsque la bactérie lactique transforme le lactose en AL qui
abaisse le pH du milieu conduisant a une acidité élevée (Alais, 1984)

Au cours de la conservation, le taux d’acidité du fromage A (fromage témoin) est
pratiqguement stable, I’analyse de la variance ANOVA au seuil de signification 5% n’a
révélé aucune différence significative.
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Par ailleurs, les fromages enrichis présentent un taux d’acidité plus faible, la
diminution de I’acide lactique durant la conservation en étant la cause, ce qui suggeére

I’influence des deux poudres sur 1’activité métabolique de la flore lactique.

1.6. Teneurs en matiére grasse

La matiére grasse intervient dans la qualité organoleptique des produits alimentaires,
contribue au développement d’ardmes et la saveur du fait qu’elle est une source de

composés aromatiques liposolubles (Gelais et al., 2002).
Les résultats des teneurs en MG sont représentes dans le tableau ci-dessous :

Tableau VII : Teneurs en MG des fromages au cours de la conservation.

PRODUITS Teneur en MG au J+1 Teneur en MG au J+24
(%) (%)

Fromage A 16 16

Fromage B 16 15,1

Fromage C 16 15,1

Fromage D 16 15,2

Fromage E 16 15,0

Fromage F 16 15,1

Fromage G 16 15,1

On constate que les pourcentages en MG des fromages restent pratiquement

constants au cours du temps.

D’apres (Vignola, 2002) cela est probablement dii a une absence d’activité

lipolytique.

Selon (Luquet ,1990), la teneur en matiere grasse dans un fromage frais doit étre
inférieure ou égale a 20g pour 100g de fromage frais apres égouttage.

L’analyse statistique (p> 0.05) n’a révélé aucune différence significative.

.
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I1. Analyses microbiologiques

Les analyses microbiologiques ont été effectuées dans le but d’assurer la qualité et la

conformité du fromage frais et des poudres incorporées (Annexe VIII) .
Les résultats obtenus sont illustrés dans les tableaux ci-dessous :

Tableau V111 : Résultats microbiologiques des poudres

Germes rechercheés Observation Norme
E.Coli (JROA ,2017) abs abs
Staphylocoques a abs abs
coagulase+
Salmonella abs abs

Tableau IX : Résultats microbiologiques du fromage frais

Germes recherchés Observation Norme
GA/30C° Abs 10°
Coliformes thermo Abs 102
tolérants
Moisissures Abs 10*
Germes A.Sulfito- Abs abs
réducteurs
Salmonella Abs abs

Ces résultats obtenus répondent aux normes, indiquent et confirment la bonne

qualité microbiologique des poudres incorporées et du produit fini.

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

charge en lactobacilles au j+1 et au j+24.

11.1. Evolution de la flore lactique

Le taux des lactobacilles dénombrés dans les échantillons de fromage enrichi est

illustré dans le tableau ci-dessous :

Tableau X : Evolution de la flore lactique des fromages enrichis au cours de la

conservation.

Echantillon Taux de lactobacilles au j+1  Taux de lactobacilles auj+24
Fromage B 16,2.108 UFC/g 10,09. 108 UFC/g
Fromage C 23 ,9. 10® UFC/g 8,45. 10® UFC/g
Fromage D 46,4. 108 UFC/g 41,4. 10® UFC/g
Fromage E 11,36. 10® UFC/g 1,72. 10® UFC/g
Fromage F 26,51. 108 UFC/g 11,63. 108 UFC/g
Fromage G 6,63. 108 UFC/g 4,45. 108 UFC/g

Selon les résultats de dénombrement et de recherche, la charge microbienne de la
flore lactique (lactobacilles) diminue au cours de la période de conservation en prenant
comme exemple le fromage B (Annexe VI) dont le taux de lactobacilles qui était de
16,2.108 UFC/g au j+1, s’abaisse jusqu’a atteindre 10,09.10% UFC/g au j+24.

Il en est de méme que pour le fromage E avec un taux de 11,36 .10% UFC/g au j+1,
et 1,72.108 UFC/g au j+24.

Cet abaissement de la teneur de lactobacilles pourrait s’expliquer par les conditions

défavorables de la croissance des bactéries lactiques dont :

. La réfrigération a 6°C qui a stoppé la multiplication de la flore lactique.

. L’absence des substrats (transformation de la totalité du lactose en AL).
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11.2. Coliformes, levures et moisissures

Une absence de coliformes totaux, levures et moisissures a été enregistrée dans les
différents échantillons de fromages analysés.

Cela indique le respect des mesures hygiéniques durant les étapes de leur transport et

leur enrichissement en poudres (Inule, menthe).

11.3. Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne est influencée par 1’origine de I’extrait (feuilles, fleures), la

nature du solvant, la souche testée et les conditions climatiques. (bssaibis et al,2009)

D’apres le test réalisé concernant I’effet antibactérien de la partie aérienne de la

menthe et de I’inule visqueuse, aucune activité n’a été constatée vis-a-vis des trois
souches S.aureus (figure 18),E Coli et KBC (Annexes VII).

Figure n°18 : Activité antibactérienne de la partie aérienne des plantes (S aureus).

Des études faites par Benseguni-Tounsi, (2001) et Bachir et al (2005) ne soulignent
aucun effet de I’huile essentielle d’l Viscosa sur E.Coli.
Les résultats que nous avons obtenus indique que la détermination de ['activité
antimicrobienne peut étre influencée par plusieurs parameétres, tels que : le type de
microorganismes cibles, la méthode d'évaluation de I'activité antimicrobienne, la
concentration, le type d'extrait et surtout la nature et la structure moléculaire des molécules

bioactives des métabolites secondaires. Cushnie et Lamb, (2011).

*
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I11.  Analyses sensorielles

Pour les jurys experts, une quantité de chaque échantillon de fromage enrichi et de

fromage témoin est mise dans des caissettes ou le numéro des échantillons est mentionné.

I11.1. Caractérisation des produits

Ce test permet de caractériser et d’identifier rapidement les produits percus par le jury. Il
s’agit d’identifier, dans le cadre de 1’analyse sensorielle, les descriptions qui discriminent
le mieux les produits et de déterminer leurs caractéristiques importantes (Husson et al.,
2009).

L’apparition de la couleur bleue, indique que le coefficient du descripteur est positif
(apprécie), en rouge, le coefficient est significativement négatif (non apprécié), alors que la

couleur blanche, signifie que les caractéristiques n’ont pas ¢té détectées.

I111.2. Pouvoir discriminant par descripteur

Ce test affiche les descripteurs qui sont ordonnés de celui qui a le plus fort pouvoir

discriminant sur les produits a celui qui en a le plus faible (de gauche a droite).

Pouvoir discriminant par descripteur
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Figure n° 19 : Pouvoir discriminant par descripteur
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Selon les résultats présentés dans la figure n°19, nous remarquons que la couleur,
I’arriére-goit, I’odeur, I’amertume et le gout acide sont les descripteurs qui ont le plus fort
pouvoir discriminant sur les sept produits. Cela signifie que les sujets experts ont constaté
des différences entre les caractéristiques précédentes.

Le pouvoir discriminant de la dureté et texture est moyen, cependant le descripteur
goQt salé est celui qui a le pouvoir discriminant le plus faible.

D’une manicre générale, nous concluons que les sept échantillons de fromage ont

des descripteurs différents qui les distinguent les uns des autres a 1’exception du gout salé.

111.3. Moyennes ajustées par produit

Les résultats des moyennes ajustées par produit sont présentes dans le tableau suivant :

Tableau X1 : Moyennes ajustées par produit.

amertume  durté odeur texture  goutsalé  goutacide
2750 315f8E0 2875 250 2250
2,875 2,750 3,125 3,250 2,875 2,625 2,125
2,750 4,000 2,500 3,125 3,000 2,750 2,500 3,000
2,625 2,625 3,000 3,375 2,625 2,500 2,500
2,875 3,625 2,375 3,000 2,750 3,000 2,625 2,625

25 3375 215 2875 265 270 2650030
2375 2,250

produits arriére gout  couleur

O 6 L o Tmom

I

Le tableau des moyennes ajustées par produit permet de faire ressortir les
moyennes lorsque les différents produits et les caractéristiques sont croisés. Les cellules en
bleu ont une intensité trés importante et supérieure a la moyenne, et celles en couleur
blanche présentent une intensité moyenne, tandis que pour les cellules rouges, elles ont une
intensité négative. Les résultats sont affichés comme suit :

Pour le fromage A : on constate que presque toutes les caractéristiques ont une intensité
négative. A I'inverse du gout acide et du gout salé qui présentent une intensité moyenne.
Pour le Fromage F et B : toutes les caractéristiques ont une intensité moyenne a 1’égard de
celle de la couleur qui montre une intensité supérieure a la moyenne globale des
caracteéristiques donnees par les juges.

Fromage E : Il fait part des moyennes d’intensité élevée pour 1’arriére-gout, couleur et
odeur. Or que les autres caractéristiques sont moins intenses.

Fromage D : présente une intensité supérieure pour le gout acide
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Fromage G et C: pour les caractéristiques de ces deux produits, présentent toutes des
intensités moyennes.

I11.4. Analyses des composantes principales (ACP)

L’ ACP permet d’explorer les liaisons entre variables et les ressemblances entre individus.

Biplot (axes F1 et F2 : 88,19 %)
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Figure n°20 : Corrélations entre les variables et les facteurs.

Il a été constaté sur la figure n°20que les fromages B, F et E ont presque les mémes

caractéristiques a propos de la couleur, arriere-gout, dureté, amertume et odeur

Le fromage C’est en voisinage de G et sont caractérisé par une texture en bouche lisse et

un gout salé tres fort.

Concernant le fromage D il est caractérisé par un gout trés acide. Le fromage frais témoin

est loin de toutes les caractéristiques recherchées.

I11.5. Classification ascendante et hiérarchique

La classification ascendante hiérarchique est une méthode de classification qui permet de
visualiser le regroupement progressif des données. On peut alors se faire une idée d'un
nombre adéquat de classes dans lesquelles les données peuvent étre regroupées (Everitt et
al., 2001).

*
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Le graphe donné dans la figure n° :21 permet de représenter le profil des classes :

Profil des classes

0 ©

produit A produit B

©

produit C

© © ©

produit D produit E produit F produit G

2 3 4 |

Figure n° 21 : Classification ascendante hiérarchique des 07 fromages frais

D’aprés cette figure on remarque que les dégustateurs de la premicre classe aiment le

fromage A qui correspond au fromage frais témoin sans enrichissement suivi par le

fromage D ;

Classe 2 : préféere mieux le fromage A puis vient les fromages F et G

Classe 3 : préfére plus le fromage G, D, et enfin le A

Classe 4 : aime le fromage B puis le C et A.

I11.6. Cartographie des préférences

La cartographie externe des préférences (en anglais External Preference Mapping -

PREFMAP) permet de visualiser sur une méme représentation graphique d'une part des

objets (produits), et d'autre part des indications montrant le niveau de préference du jury

expert en certains points de l'espace de représentation.
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Tableau XI1 : Pourcentage de juges satisfaits pour chaque objet

Objet %
produit A 50%
produit B 50%
produit C 25%
produit D 50%
produit E 25%
produit F 25%
produit G 50%

Il est constaté sur le tableau XII que les quatres fromages A ,B ,D et G ont un
pourcentage de satisfaction de 50% et que les fromages C, E et F sont les moins

appréciés avec un faible pourcentage qui est de 25%.

Courbes de niveau

w 50%-100%
o 60% - B0
m 40% - 60%
@ 20% -40%
m 0% - 20%

F1

Figure n°® 22 : La cartographie des préférences.

D’aprés la carte des préférences, les classes 2 et 3 aiment le fromage que le

fromageA

la classe 1 préfeére le fromage G (enrichis en feuilles de l.viscosa a 0,25%) D, C, B

(enrichis en feuilles de M .spicata a 0,25%, a 0,5%, a0,75% respectivement).

E
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La 4°™ classe apprécie tous les fromages E et F erichis par l.viscosa a 0,75% et a

0,5% respectivement qui sont caractérisés par une couleur intense.

=



Conclusion




Conclusion

Notre ¢étude s’est portée sur I’enrichissement d’un fromage frais par des poudres de
plantes aromatiques appartenant au patrimoine culturel algérien et cela, dans le but de suivre
leur effet tout au long de la conservation sur la flore lactique et sur certains parameétres
physicochimiques de méme que d’améliorer 1’appréciation du consommateur et lui offrir un
produit de qualité et de conformité.

L’objectif primordial de cette étude était de valoriser et évaluer I’espece | Viscosa qui
est peu connue face a la M spicata qui est freqguemment utilisée en industrie agroalimentaire.
Les resultats 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 de dosages phytochimiques montrent que les fromages enrichis par la
plus grande concentration des poudres (0,75%), ont révélé une forte teneur en polyphénols
totaux de I’ordre de 89.94 mg EAG /100g de fromage et 42.43 mg EAG /100g de fromage au
j+12 pour M spicata et | viscosa respectivement. L’étude statistique révele la présence de
différence significative au seuil 5% des différents resultats obtenus.

Les teneurs en flavonoides des fromages enrichis par I’inule visqueuse ont été assez
élevé, le fromage E a marqué la teneur la plus importante, par ailleurs les fromages B, C, D
ont présentés des teneurs tres appréciables en flavonoides par apport au fromage témoin.

Il est également noté dans cette étude que les échantillons de fromage enrichis sont de
puissants capteurs de radicaux libres (DPPH).

D’aprés le dénombrement de la flore lactique, nous avons constaté que la charge des
Lactobacillus diminue au cours de la conservation, ce qui pourrait étre d0 a la présence de
certains composés antimicrobiens générés par les B.L au cours de la conservation présentes
dans le fromage et qui peuvent avoir des effets inhibiteurs.

Concernant I’activité antibactérienne, les trois souches utilisées étaient résistantes aux
substances végétales contenues dans ces deux plantes, L’analyse sensorielle a révélé que c’est
I’échantillon A (témoin) et les fromages B,D (enrichis par la menthe verte a 0,75 et 0,5%
respectivement) et G (enrichis par I’inule visqueuse a 0 ,25%) qui sont les plus appréciés par

les jurés experts.

Il serait intéressant de compléter cette étude par d’autres tests tels que
. Essayer des concentrations en poudre plus faible que celles utilisées.
. Suivre d’autres parametres physicochimiques tel que le taux des protéines au cours

de la conservation.

-



Conclusion

Faire une étude comparative de 1’impact des composés phénoliques dans un

produit laitier et dans une boisson non lactée, sur 1’organisme.
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Annexe |

Questionnaire de I’analyse sensorielle

Sex: Féminin C] Masculine C] Age C] date : .../.../2019

Sept échantillons de fromage préparé a base de lait de vache code A,B,C,D,E,F,G vous sont
présentés, il vous est donmendé de cocher les cases correspondantes a 1’impression ressentie,

selon I’intensité des descripteurs suivants :

NB : veuillez rincer votre bouche a chaque dégustation d’un échantillon
|. Couleur :

Blanche Beige Vert clair Vert foncé Mélange

Juduuugu
JUduduugu

JUduouud
Juuuougoy
Juuduougoy



Il. Odeur :

Absent

() L m W) O w >

I11. Gout

1. Gout acide

Absent

Juouduuugl

Faible

JUJuubuu

Faible

JUuuuugu

Moyenne

JUuuudiud

Moyenne

JUUuouuy

JUuuudbd g

JUUuug by g

Tres forte

JUuououoy

Treés forte

JUuuouuy



2. Gout salé

Absent

Juuuy

3. Amertume

Absent

Juuubibd

Faible

JUduuu

Faible

Juuduuud

Moyenne

JUduuud

Moyenne

JUduuudy

JUduugby g

JUuug iy g

Tres forte

Juduudoy

Tres forte

Juduugoy



4. Arriére-gout

Absent

Juuuy

V. Texture

1. Dureté (Aspect)

Trop mou

Juuuuudy

Faible

JU bbbd

Mo

c

JUuuuugu

Moyenne

Juuuuuy

0000000+

JUuuuuudb e

Dur

JUuuuouuy

Tres forte

JUuououoy

Extra dur

JUuuouuy



2. Texture en bouche

Fondante Ferme Faible Collante

JUUuuuu
JUduu U g

JUuuubid
JUduuud
Juuuugoy

V. Préférence

Classez les 07 échantillons en attribuant entre 1 et 9, sachant que 1 correspond a 1’échantillon le

moins préféré et la note 9 a I’échantillon le plus préféré.
Echantillon A
Echantillon B
Echantillon C
Echantillon D
Echantillon E

Echantillon F

JUUuugud

Echantillon G

MERCI POUR VOTRE COOPERATION.



Annexe Il

Courbe d’étalonnage de I’acide gallique

ABSORBANCES 760nm
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Annexe |11

Courbe d’étalonnage de la Quercétine

ABSORBANCES 430nm
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Annexe IV

Courbes de corrélation (fromage D, E, F, G)

Fromage D y=0,118x + 8,6344 Fromage E y =0,3255x + 7,8286
= R =0,874
R=0,722 30
L 25 3
> x 25 .
£ 20 * ?
o -
(| % 20 / &
@ 15 < 2
S
K ¢ . E o
]
g @ 10
S 'S
S s 2
© < 5
p]
s 0 0
b 50 100
< PPT ug EAG/g de fromage 0 10 20 30 40 >0
g g & PPT ug EAG/ g de fromage
=0,2214x + 3,6793
Fromage F y R = 09830 Fromage G y = 0,8064x - 8,0581
' R =0,5639
25 80
X X 20 ¢
E 20 s E
o / S
g @ 50
£ 15 =
® T 40
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Annexe V

Appareillage et équipements utilisés

Appareillages et | Verrieres et Réactifs Milieux de
équipements accessoires culture
-Broyeur électrique -Bécher -Eau distillée -VRBL
-Agitateur . . .
g -fiole georgée -Acétone -OGA
-E
tuve -Eprouvettes -Méthanol -GC
-Plaque chauffante - N : . :
a N -Tubes a essai -Acide gallique -MRS
Spectrophotometre
-Papier aluminium -Acide quercitrine -M17
-Entonnoirs -Folin -Chapman
-Micropipett ,
ICropipette -Carbonate de sodium | -PCA

-Gant

-Boites de Pétri
-Picette
-Portoirs
-Spatule
-Papiers filtres
-Flacons

-Pipette graduée

-Alcl3
-Phenolphthalein
-NaOH

-Eau physiologique




Annexe VI

Dénombrement des bactéries lactiques du fromage B




Annexe VI

Activite antibactérienne des plantes (KBC et E coli)




Résumé francais

Cette etude a été entreprise dans le but d’enrichir a différentes concentration (0.75, 0.50 et
0.25%) un fromage frais par les feuilles séchées de la menthe verte et de 1’inule visqueuse ;
tout en évaluant les caractéristiques de la matrice végeétal et du produit finis vis-a-vis la teneur
en composés phénoliques et 1’activité antiauxydante, ainsi que d’autres analyses
microbiologiques, physicochimiques et sensorielles du fromage enrichis.

Les résultats des analyses photochimiques ont montrés que les fromages enrichis par la
menthe verte sont plus riche en polyphénols ; tandis que les plus grandes concentrations en
flavonoides ont était marqués par les fromages enrichis par 1’inule visqueuse, Le test
antioxydant a montré que les fromages enrichis sont de puissants capteurs de radicaux libres

D’apres les analyses physicochimiques ’acidité des fromages varient de 20 a 11.7°D, la MG
est pratiquement constante tout au long de la durée de conservation, les observations
enregistrées concernant le suivi de la flore lactique démontrent que les échantillons de
fromage enrichis en renferme un taux élevé en lactobacilles au j+1 qui diminue
progressivement au cours de la conservation a 6°C, L’analyse sensorielle a révélé que c’est
I’échantillon A (témoin) et le fromage G enrichis en feuille d’inule qui sont les plus appréciés
par les jurés experts.

Mots clés : fromage frais, menthe verte, inule visqueuse, composés phénoliques, activité
antiauxydante, flore lactique.

Abstract

This study was undertaken with the aim of enriching fresh cheese at different concentrations
(0.75, 0.50 and 0.25%) with dried leaves of mint and viscous inule; while assessing the
characteristics of the plant matrix and the finished product with regard to phenolic content and
antioxidant activity, as well as other microbiological analyses, physicochemical and sensory
enriched cheese.

The results of the photochemical analyses showed that cheeses enriched with green mint are
richer in polyphenols; while the highest concentrations of flavonoids were marked by cheeses
enriched with viscous inule, the antioxidant test showed that fortified cheeses are powerful
sensors of free radicals

According to the physicochemical analyses the acidity of cheeses varies from 20 to 11.7°D,
the BF is practically constant throughout the shelf-life, the observations recorded regarding
the monitoring of the lactic flora show that.

Sensory analysis revealed that sample A (control) and F cheese enriched with inule leaf are
the most appreciated by expert jurors.

Keywords: fresh cheese, green mint, viscous inule, phenolic compounds, antiauxydante
activity, lactic flora.



