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Résumé

Ce travail s’est intéressé a 1’étude de 1’effet de 1’incorporation des huiles essentielles obtenues
des deux especes vegétales aromatiques ;Romarin cinéole (Rosmarinus officinalis, des
feuilles) et Thym Thymol (Thymus vulgaris, des feuilles) sur la qualité d’un fromage frais a
caill¢ lactique . Il a ét¢ défini dans notre protocole expérimental 1’ incorporation sur nos
caillés fromagers lactiques des doses d’huiles essentielles sélectionnées aux concentrations
allant de 0,25 ml/kg a 1ml/kg pendant le moulage-conditionnement .Leur comportement au
cours de la conservation et semi-affinage a été déterminé par le suivi de 1’évolution des
parametres physico-chimiques et microbiologiques pendant trois semaines a 15°C. Nos
résultats ont donné par rapport au témoin une inhibition presque compléte de la flore
d’altération surtout pour la préparation faite avec I’huile essentielle de Romarin qui a un
spectre large fongicide contre la flore fongique par rapport a celle faite avec I’huile essentielle
de Thym .Cette flore d’altération a été ramenée initialement par la matiére premiére a
multiplication rapide sur les produits fermentés. Le fromage fabriqué a partir ’'HE de Thym a
1ml/kg et avec microbiote initial sélectionné contrdlé de souches mésophiles composés
essentiellement de Lactococcus a présenté une qualité organoleptique appréciable sans aucune

altération de la qualité sensorielle

o Mots clés : Huiles essentielles, Romarin cinéole, Thym thymole, inhibition, fongicide
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Abstract

This work focused on the study of the effect of the incorporation of essential oils obtained from the two aromatic
plant species: Rosemary cineole (Rosmarinus officinalis, leaves) and Thym Thymol (Thymus vulgaris, leaves)
on the quality a fresh cheese with lactic curd. It was defined in our experimental protocol the incorporation on
our milk cheese curds doses of essential oils selected at concentrations ranging from 0.25 ml / kg to 1ml / kg
during the molding-conditioning. Their behavior during the conservation and semi-ripening was determined by
monitoring the evolution of physicochemical and microbiological parameters for three weeks at 15 ° C. Our
results gave against the control an almost complete inhibition of the flora of deterioration especially for the
preparation made with the essential oil of Rosemary which has a broad spectrum fungicidal against the fungal
flora compared to that made with the essential oil This alteration flora was initially brought back by the fast-
multiplying raw material on the fermented products. The cheese made from 1 ml / kg Thymus HE and with
selected initial microbiota of mesophilic strains composed mainly of Lactococcus showed an appreciable
organoleptic quality without any alteration of the sensory quality.

» Keywords: Essential oils, Rosemary cineole, Thym thymole, inhibition, fungicide
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Introduction

Le lait par ses grandes qualités nutritionnelles, a toujours été considéré comme un aliment
a part entiere, mais sa consommation a souvent été limitée en raison de sa grande instabilite.
L’irrégularit¢ de la production, par son caractére saisonnier, et la grande fragilité
du produit ont incit¢ les producteurs a rechercher des formes de repos des

éléments essentiels du lait (Jeantet Romain, 2017).

C’est dans ce contexte que sont apparues il y’a plusieurs millénaires les premieres transformations
fromageres. L’homme s’aperciit rapidement que la déstabilisation du lait facilite 1’expulsion de

I’eau et créait des conditions favorables a la conservation.(Jeantet Romain, 2017).

Le fromage frais appartenant a la famille des caillés lactiques est un produit, fermenté ou non,
obtenue par la coagulation du lait, de la créme ou de leur mélange, suivis d’égouttage et contenant
au minimum 23 g de matiere séche pour 100g de fromage (Larpent, 1997). lls sont consommés,
comme leur nom I’indique sans étre affinés, la gamme des fromages frais est vaste. Ils peuvent étre
nature, aromatises, allégés en matiere grasse, enrichis en creme, avec des morceaux de fruits,
sucrés ou édulcorés. Ces fromages a cause de leur humidité sont toujours de courte conservation
(Veisseyre, 1975; St Gelais et Collet, 2002).

L’utilisation des substances d’origine naturelle comme bioconservateur est de plus en plus
apprécié par les consommateurs comme alternative aux produits chimiques hautement dangereux
pour la santé humaine (Vivek et al., 2012). L’utilisation des huiles essentielles dans ce sens a fait
I’objet d’une centaine de travaux de recherche qui démontre leur efficacité au niveau des aliments
aussi bien pour la prolongation de leur durée de vie que pour I’aromatisation. Dans ce dernier cas,
I’objectif étant de mettre sur le marché de nouveaux produits tout en diversifiant 1’offre déja

existante, leur activité antimicrobienne a été largement démontré( Lahlou ,2004 ).

En Algérie, le lait de vache présente une charge microbienne trés élevée, mettant en cause sa

qualité marchande ainsi que sa qualité hygiénique.

Notre présent travail consiste a ¢laborer un fromage frais a base d’huiles essentielles extraites des
plantes aromatiques qui joueront un role essentiel en ameliorant leur conservation en agissant sur

la flore d’altération.

~16 ~



Introduction

Selon Holley and Patel (2005), les huiles essentielles possédent des profils de composition
chimique différents permettant de les utiliser comme agents naturels de conservation des aliments

et notamment des produits laitiers.

Cette étude a pour objectif de contribuer a I’amélioration de la qualité et la diversification du
fromage frais fabriqué a base de lait reconstitué. Cet objectif est recherché a travers 1’étude de
I’effet de I’incorporation des huiles essentielles du thym et de romarin a différentes

concentrations sur la vie utile du fromage frais et la qualité du fromage semi affiné.

Le travail est présenté selon le plan suivant et qui comprend, une premiére partie relative a une
¢tude bibliographique qui met ’accent sur les deux principaux volets ; Les additifs alimentaires

naturels « les huiles essentielles » et le fromage.

Une deuxiéme partie exposant le matériel et les méthodes mises en ceuvre pour : La formulaion
du fromage et 1’incorporation des huiles essentielles, les analyses réalisées sur le fromage en

conservation et 1’étude sera validée par une analyse sensorielle.

Et enfin une troisieme partie est consacré aux résultats obtenus ainsi que leurs analyses et

discussions.

~17 ~
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Chapitre |
e fromage



Chapitre | : Le fromage

1.1 Historique et origine des fromages

on n’en connait pas 1’origine précise des fromages , mais on sait grace a des découvertes
archéologiques qu’il a été fabriqué du fromage depuis les origines de 1’élevage, il y a environ huit
mille ans, dans le croissant Fertile. L’homme s’apergut que le lait qu’il entreposait coagulait et,
qu’une fois sépar¢ de son sérum, le coagulum devenait une masse compacte qui pouvait sécher, et
donc se conserver et étre transporté. L’acidification spontanée a 1’origine de la coagulation
entrainant du fait de sa lenteur une remontée de la creme a la surface, les laits fermentés, le petit lait
aigre, et le beurre furent sans doute les premiers produits laitiers. Les laits de brebis et de chévre
furent apparemment les premiers laits transformes, les ovins et les caprins ayant été les premiers

animaux domestiqués (Fox et Mc Sweeney (2004))
1.2 Définition du fromage

D’apres le codex alimentaire (CODE ALIMENTARIUS / CODEX STAN 283-1978). Le fromage
est le produit affiné ou non affing, de consistance molle ou semi-dure, dure ou extra-dure qui peut
étre enrobé et dans lequel le rapport protéines de lactosérum/caséine ne dépasse pas celui du
lait .Le fromage est le produit obtenu par coagulation du lait suivie d'un égouttage du coagulum .
La définition « fromage » est réservée au produit fermenté ou non, affiné ou non, obtenu a partir
des maticres d’origines exclusivement laitieres (lait, lait partiellement ou totalement écrémé,
babeurre) utilisées seules ou en mélange et coagulées en tout ou en partie avant égouttage. (Jeantet
et al. 2006 ; St-Gelait et al. 2002).

1.3 Méthode générale de fabrication du fromage

Selon Brule et al. (1997), la transformation du lait en fromage comporte quatre étapes principales,
ces dernieres peuvent étre précédé par une opération de standardisation du lait, qui comprend
I’ajustement du pH d’emprésurage pour faciliter la coagulation du lait, I’ajout de minéraux, la
réduction de la teneur en lactose, I’ajustement de la teneur en matiére grasse et ou en protéines
(Vignola, 2002), parce que les laits n’ont pas la méme aptitude a la transformation fromageres, ils
présentent un certain nombre de caractéristiques différentes qui conditionnent leur aptitude a la

déstabilisation, nécessaire pour passer de 1’état liquide a 1’état solide.(Jeantet et al., 2006).
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La transformation du lait en fromage comporte en générale quatre étapes (Brule et al, 1997) :

e La coagulation: modification physico- chimique entrainant la formation d'un gel sous I'action
d'acide lactique et/ou enzymes ;

e L'égouttage: séparation d'une partie de lactosérum qui conduit a I'obtention du caillé ;

e Le salage: par incorporation du sel sur le caillé de fromage

e L'affinage: est la transformation biochimique des constituants du caillé sous 1’action
d’enzymes, pour la plupart d’origine microbienne (Eck, 1987).A I’exception des fromages
frais, tous les autres types de fromages subissent une maturation biologique plus ou moins
prononcée, destinée a développer leur saveur, tout en modifiant leur aspect, texture et leur
consistance. Le processus d’affinage correspond a une phase de digestion enzymatique des
composants du caillé. La coagulation et I’égouttage ont assuré la préparation d’un substrat
essentiellement constitué de caséine, de matiere grasse et de lactose, partiellement convertie en
lactate. Ce substrat est peuplé de microorganismes et, au cours de 1’affinage, ces constituants
seront transformés sous 1’action d’enzymes présentes a 1’origine dans le caillé ou élaborées au
cours méme de I’affinage par synthese microbienne (Choisy et al 1997).Au cours de I’affinage,
il y a dégradation plus ou moins poussée de la caséine mais aussi des matiéres grasses.
L’oxygene, I’humidité et la température d’entreposage jouent un réle trés important dans la

maturation des fromages (Guiraud, 2003).
1.4 Différents types de fromage

Il n’existe pas de classification simple rationnelle et universelle des fromages, en raison de sa
grande diversité. Les fromages se different entre eux selon des caractéres spécifiques liés a la flore
microbienne, au mode de coagulation et d’égouttage sans oublier I’espece animale d’ou le lait

provient (David et Forte. 1998).
Les différents types de fromage sont:
- Les fromages frais ou a pates fraiches ;
- Les pates molles a crolte fleurie et a crolte lavée ;

- Les pates persillées ;
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- Les pétes pressees non cuites et cuites ;
- Les péates dures ;

- Les pétes filées ;

- Les fromages fondus.

1.5 Les fromages frais

1.5 .1 Définition du fromage frais
Le fromage frais est une pate trés humide, peu minéralisée, c’est le produit d’une coagulation lente
a dominance acide, obtenue grace a I’action des bactéries lactiques combinée ou non a celle d’une
faible quantité de présure (1-5 ml/100 | de lait) et un temps d’incubation long Ces fromages ont
une grande diversité selon le degré d’égouttage du coagulum et la teneur en matiere grasse du lait
mis en ceuvre. Leur teneur en protéines et en calcium quel que soit le type de fromage frais leur

confere une qualité nutritionnelle importante (Mahaut et al., 2000 ;Eck et Gillis, 2006).

1.5 .2 Différents types de fromage frais

Selon la classification de la technologie francaise, on trouvera deux types des fromages frais :

= |es fromages blanc moulés, ou le caillé garde son individualité a 1’état de bloc ou de grains
(type faisselle ou campagne) (Luquet, 1990), se caractérisent par une texture hétérogene en
morceaux (Get, 2002).

= |es fromages frais a structure homogene :- A extrait sec faible et texture onctueuse, comme
les fromages blancs battus ou lissés. - A extrait sec plus elevé et texture tartinable comme
les petits suisses (Luquet, 1990). Ils peuvent étre additionnés de sucre, de sel, de fruits,
d’épices ou herbes. On peut varier le taux de matiére grasse de moins de 3 ,5% a plus
del0% (Get., 2002).

~ 22 ~



Chapitre I : Le fromage

1.5.3 Composition du fromage frais
Le fromage est tres riche de part sa composition, en protéines, eau, peptides bioactifs, acides
aminés, lipides, acides gras, vitamines et en minéraux (Walther et al., 2008). Le tableau N°1

montre la valeur nutritionnelle de fromage frais.

Tableau 1 : Valeur nutritionnelle moyenne des fromages frais (Richonnet, 2015)

Composition Valeur nutritionnelle
Eau 19g

Energie (kcal/100g) 118

Glucides (g/100g) 4

Lipides (g/100g) 17

Acides gras saturés (AGS) (2/100g) 12

Protéines (g/100g) 9

Sodium (mg/100g) 320

Calcium (mg/100g) 95

Phosphore (mg/100g) 140

1.5 .4 Les caractéristiques physicochimiques, organoleptiques et microbiologiques du
fromage frais
Le fromage frais présente une grande diversité selon le degré d'égouttage et la teneur en matiére
grasse du lait mis en ceuvre. Ces caillés restent trés humides (75 a80%) et sont peu minéralisés. Le
fromage frais ne présente pas de caractéristiques définies a cause des méthodes artisanales
utilisées pour sa préparation reposant, surtout, sur les connaissances acquises a partir d’une longue
expérience. Les ardmes, les propriétés organoleptiques et les caractéristiques physicochimiques du
fromage dépendent de celles du lait cru qui a son tour dépend de la race des animaux et leur type
d’alimentation. Généralement, Le pH (<4,2) et I'acidité titrable (> 0,9%) sont les paramétres les
moins variables du fromage frais (Chabane, A., Djeddi, M., 2016).
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1.5.5 Etapes de fabrication du fromage frais
La fabrication du fromage frais comprend trois étapes: la formation d’un gel de caséines, c’est la
coagulation du lait; la déshydratation partielle du gel, c’est I’égouttage qui aboutit a un caillé et le
salage. Les fromages frais sont fabriqués a base de lait reconstitue chauffé dans lequel est ajouté un
ferment lactique et/ou de la présure ; enzyme issue de la caillette de veau ; qui va provoquer la
coagulation. Le petit-lait en exces est ensuite égoutte, durant cette phase, ce sont presque 80% de
lactosérum contenue dans le caillé qui est extraite, puis ce dernier est placé dans un tissu a fromage,

ou dans de petits moules pour prise de forme et égouttage
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I1. 1 Définition des additifs alimentaires

Une directive du ministre de commerce du 21 décembre 1988 publiée au Journal Officiel de la
République Algeérienne 1e11.02.1989 donne la définition d’un additif alimentaire comme suit :"On
entend par additif alimentaire toute substance habituellement non consommée comme aliment en
soi, non utilisée comme ingrédient caractéristique dans 1’alimentation, possédant ou non une valeur
nutritive ; son adjonction intentionnelle aux denrées alimentaires est faite dans un but
technologique, au stade de leur fabrication, transformation, traitement, conditionnement, transport
ou entreposage : "elle a pour effet de devenir elle-méme, ou ses dérivés, un composant des denrées

alimentaires".
11.1.1 Classification des additifs alimentaires

La classification de 1’Union Européenne (UE) a, aujourd’hui, supplanté 1'ancienne classification ,
ou méme celle du " Codex Alimentarius " . Elle classe les additifs en 24 catégories, ci- apres
désignées :

Tableau 2 : Classification des additifs alimentaires selon I’Union Européenne

01 Colorants 13 Amidons modifiés
0z Conservateurs 14 Educolorants

03 Antioxygénes 1S Poudre a lever

04 Emulsifiants 16 Antimoussants

05 Sel de fonte 17 Agents d enrobage
06 Epaississant 18 Agents du traitement

de la farine

o7 Gelifiants 19 Affermissants

08 Stabilisants 20 Humectants

09 Exhausteurs de gout 21 Séquestrant

10 Acidifiants 22 Enzymes
BT | Correcteurs d’acidité 23 _Agents de cha‘rge

12 Antiagglomeérants 24 Gaz propulseurs et

d’emballage

~26 ~



Chapitre II: les additifs alimentaires

11.1.2 Les catégories d’additifs alimentaires
Il existe différentes catégories d’additifs alimentaires :

= Les colorants : ils modifient la couleur des denrées alimentaires pour ajouter ourétablir la
coloration d’un aliment et ainsi augmenter son attrait visuel pour le consommateur.

= Les conservateurs : ils limitent, ralentissent ou stoppent la croissance de microorganismes
présents ou entrants dans 1’aliment, et préviennent donc I’altération des produits ainsi que
les intoxications alimentaires.

= Les emulsifiants : ils vont permettre de stabiliser une émulsion (on appelle émulsion le
mélange plus ou moins stable de deux liquides normalement non miscibles) pendant une
certaine période.

= Les antioxydants :ce sont des protecteurs chimiques, c'est-a-dire des molécules qui
s’opposent aux phénomeénes de stress oxydant, évitant ou bloquant les réactions
d’oxydation, le plus souvent en réagissant avec les radicaux libres oxygénés impliqués dans
Ces processus.

= Les exhausteurs de go(t : ce sont des substances qui, sans avoir une saveur propre
prononceée, ne modifient pas le golt mais augmentent I’intensité de la perception
olfacto-gustative d’une denrée alimentaire

= Lesédulcorants : ce sont des composés synthétiques ou semi-synthétiques qui présentent un

pouvoir sucrant supérieur a celui du sucre de table (saccharose), (Becker et al, 2009)
11.2 Les arémes
11.2.1 Définition

Une directive du minstre de commerce du 16 décembre 2008 publiée au Journal Officiel de la

République Algérienne le 31.12.2008 donne la définition des aromes comme suit :

Les ardmes sont utilisés pour améliorer ou modifier I’odeur et/ou le goit des aliments pour le
bénéfice du consommateur. Les ardmes et les ingrédients alimentaires possédant des propriétés
aromatisantes ne devraient étre utilisés que s’ils honorent aux criteres établis dans le présent

reglement.

Ils doivent étre d’un usage sir; en conséquence, certains aromes doivent faire 1’objet d’une
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¢évaluation des risques avant d’étre autorisés pour I’alimentation humaine. Dans la mesure du
possible, il convient d’examiner particuliére ment si 1’utilisation de certains ardmes pourrait avoir

des conséquences négatives pour certains groupes vulnerables.

L’utilisation d’ardbmes ne devrait pas induire le consommateur en erreur; en conséquence, leur
présence dans les denrées alimentaires devrait toujours étre indiquée par un étiquetage approprieé.
Les ardmes ne devraient notamment pas étre utilisés afin d’induire le consommateur en erreur
notamment en ce qui concerne la nature, la fraicheur et la qualité des ingrédients utilisés, le
caractére naturel d’un produit ou de son processus de fabrication ou la qualité nutritionnelle du
produit. D’autres éléments pertinents, tels que des facteurs sociaux, économiques, traditionnels,
éthiques et environnementaux, le principe de précaution ainsi que la faisabilité des controles,

devraient ¢galement étre pris en compte dans le cadre de 1’autorisation des aromes.
11.2.2 Les agents d’aromatisation
11.2.2.1 Préparations aromatisantes

11 s’agit d’agents d’aromatisation dont la composition est moins « pure » que pour les substances
aromatiques. Il s’agit par exemple des huiles essentielles, jus concentrés (norme AFNOR NF T
75-006).

11.2.2.2 Substances aromatisantes naturelles

Les substances aromatisantes naturelles sont obtenues par des procédés physiques appropriés (y
compris la distillation et Il'extraction au solvant) ou par des procédés enzymatiques ou
microbiologiques a partir des mémes matiéres premieres que les préparations aromatisantes.
(Clarisse et al, 2006)

11.2.2.3 Substances aromatisantes identiques aux naturelles

Ces substances sont obtenues par synthése chimique et sont identiques chimiquement a une
substance présente naturellement dans une matiere premiére d'origine végétale ou animale.
(Clarisse et al, 2006)
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11.2.2.4 Substances aromatisantes artificielles

La synthése chimique a permis d’¢laborer des structures n’existant pas dans la nature, ou non
encore identifiées et pourtant dotées de caractéristiques organoleptiques: le cas le plus typique est
celui de I’éthylvanilline. Ces substances sont obtenues par synthése chimique et ne sont pas
identiques chimiquement & une substance présente naturellement dans une matiére premiére

d'origine végeétale ou animale. (Clarisse et al, 2006)
11.3 Les conservateurs
11.3.1 Définition

Le conservateur est toute substance capable de s’opposer aux altérations d’origines chimiques ou
microbiologiques. Les conservateurs sont réglementés sous la forme de listes positives et
négatives. L’intégration d’un conservateur dans une liste et la détermination du seuil maximal

d’utilisation se font selon deux critéres principaux :

= ]intérét technologique du conservateur

= les interactions et impacts avec 1’environnement proche (échanges contenus-contenant,
impact sur la sant¢ du consommateur et sur I’environnement en général) Les altérations
peuvent étre soit chimiques soit biologiques. Sont utilisés pour « lutter contre les altérations
chimiques : antioxydants, anti-UV, anti ozonant, retardateur de flamme.., biologiques :

antifongiques, antibactériens ...

Certains additifs de conservation peuvent jouer le double role d’antimicrobien et d’antioxygene.

(Pierre, 2012).
11.3.2 Les types des conservateurs

Les substances utilisées peuvent étre organiques (acides carboxyliques) ou minerales (nitrates,

sulfites ou sels).
11.3.2.1 Les conservateurs organiques
On peut citer parmi les conservateurs organiques :

= L’acide sorbique et sorbates ;
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= L’acide benzoique et benzoate ;

= Les derives de I’acide ~-hydroxybenzoique.
11.3.2.2 Les conservateurs minéraux
Pour ces conservateurs on dispose de la liste suivante :
* Les chlorures et les phosphates ;
* Les nitrites et les nitrates ;
* Anhydride sulfureux et sulfites ;
» L’anhydride carbonique. (Pierre, 2012)
11.4 Les antioxydants

Les anti-oxydants réduisent les réactions d’oxydation des matieres grasses et des graisses
alimentaires, les graisses alimentaires sont particulierement exposées a des phénomeénes
d'oxydation au contact de I'oxygene de l'air. Ce sont des réactions en chaine qui se déclenchent et
s'accélerent sous l'action de la lumiére, de la chaleur et de certains métaux (cuivre, fer). Elles
conduisent a la formation de composés qui peuvent étre nocifs pour I'nomme (peroxydes) et a des
produits de dégradation d'odeur et de saveur désagréables (rancissement). (Gounelle et Astier
1980)

11.4.1 Définition

Les antioxydants sont des substances d'origine soit naturelle, soit synthétique, qui peuvent inactiver
des composés initiaux ou intermédiaires de ces réactions d'oxydation, et ainsi éviter la formation
des produits finaux nuisibles a la qualité de I'aliment. On distingue ainsi les antioxydants dits
primaires, et les antioxydants a activité synergique, n'ayant pas eux-mémes ce réle, mais capables
de renforcer l'action antioxygene d'autres additifs. On utilise généralement ensemble au moins
deux antioxydants (par ex. gallate) ainsi qu'un composé a activité synergique (acide citrique). Les
antioxydants présentent un avantage économique face a d'autres méthodes qui inhibent I'oxydation
des matieres grasses comme I'emballage sous vide et a I'abri de la lumiére, ou le stockage a basse

température.(Gounelle et Astier 1980).
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11.4.2 Principaux antioxydants primaires
On peut distinguer les antioxydants d'origine naturelle et ceux d'origine synthétique.
11.4.2.1 Antioxydant d’origine naturelle

Antioxydants d'origine naturelle ce sont principalement I'acide ascorbique ou vitamine C(E 300)
que I'on trouve abondamment dans les fruits et Iégumes, et les tocophérols présents naturellement
dans les plantes oléagineuses et les céréales. Ces antioxydants ne sont pas adaptés a certains
usages; ainsi dans I'huile a frire les tocophérols sont inactivés a haute température, et donc

inutilisables.
11.4.2.2 Antioxydant d’origine synthétique

Certains Antioxygenes de synthése ont des propriétés leur permettant de répondre a ces exigences,

ainsi on liste les composés phénoliques suivants :

- les gallates : gallates de propyle, d'octyle et de dodécyle, ont été les premiers antioxydants
synthétisés (brevet du propyle gallate comme antioxydant en 1942). Ces antioxydants ont
I'inconvénient d'étre peu stables a I'numidité, et de colorer en violet les produits contenant des

traces de fer, phénomene que I'on atténue par addition d'un agent chélateur comme 1 'acide citrique;

- le butylhydroxyanisol (BHA) et le butylhydroxytoluene (BHT) n'ont pas ces inconvénients, mais
sont éliminés a haute température.D'autres substances ont une action antioxygéne, mais également
d'autres fonctions pour lesquelles elles sont principalement employées : anhydride sulfureux (E
220), sulfites (E 221 a 226), et lécithines (E 322). Des additifs sont ajoutés aux aliments afin de
renforcer l'action antioxygeéne d'autres additifs : les principaux sont les acides lactiques (E 270),
citrique (E 330) et orthophosphorique (E 338) et leurs sels de calcium, sodium et potassium.
(Gounelle et Astier 1980).
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I11.1 Définition des huiles essentielles

Les huiles essentielles désignent les composants liquides, odorants et hautement volatiles des
plantes. Elles sont obtenues a partir de toutes les parties de la plante (feuilles, graines, bourgeons,
fleurs, écorces, racine et fruits), mais aussi, a partir des gommes qui s’écoulent du tronc des arbres

et parfois des troncs méme (Kone, 2001).

Ce sont des métabolites secondaires composés d’environ 90 % de terpeénes. Ces extraits
contiennent en moyenne 20 a 60 composés peu complexes, contenant plusieurs familles
biochimiques incluant les alcools, les phénols, les esters, les oxydes, les coumarines, les
sesquiterpenes, les terpénols, les cétones, les aldéhydes, .. .etc. Mais ne contenant aucun acide gras,

ni aucun autres corps gras (Bastien, 2008).

Les “’huiles’ essentielles ne sont pas des lipides et n’ont de commun avec les huiles fixes ou
végeétales que leur aspect physique et leur comportement apolaire. De plus, les huiles essentielles

sont volatiles et solubles dans les solvants organiques polaires, a I’inverse des huiles fixes (Bastien,

2008).

Les huiles essentielles sont employées aussi bien pour leurs propriétés pharmacologiques

qu’aromatiques, mais elles jouent aussi le réle de conservateurs alimentaires (Burt, 2004).
111.2 Classification des huiles essentielles

On distingue deux types de classification des huiles essentielles (Bekhechi et al., 2010) :
I11.2.1 Selon la composition chimique

= les huiles essentielles hydrocarburées qui sont les plus nombreuses.
= les huiles essentielles oxygénées qui présentent toutes les huiles essentielles solides (HE
du camphre).

= |es huiles essentielles sulfurées retrouvées chez les Liliaceae et les Brassiaceae.
111.2.2 Selon la couleur de ’huile

* les incolores qui sont dépourvues de résines et d’azulene.

= les jaunes qui renferment des résines.
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= [es bleues qui contiennent de 1’azuléne.

= les jaunes, vert et vert-brun qui contiennent de 1’azuléne mais aussi d’autres colorants.
111.3 Mode d’action des huiles essentielles

Certaines huiles essentielles possedent des effets antiseptiques (antibactériens et antifongiques)
assez puissants. Elles agissent par Iésions membranaires, par inhibition de la croissance cellulaire,
par inhibition de la sporulation et inhibition de la toxinogenése (Gabriel et al., 2013). Les modes

d’actions sont multiples:
= Altérations membranaires :

- les huiles essentielles sont constituées de molécules lipophiles capables de pénétrer la double
couche phospholipidique, leur accumulation entre les phospholipides entraine un changement de
conformation et un mauvais fonctionnement de la membrane cellulaire, perturbant ainsi le

transport membranaire des substances nutritives (Burt, 2004).

- les huiles essentielles peuvent perturber le gradient ionique de part et d’autre de la membrane
cytoplasmique , bloquant la production de 1’énergie cellulaire et diminuant la stabilité

membranaire .

» Inhibitions enzymatiques : les groupements fonctionnels des composés terpéniques
(phénoliques et aldéhydiques) des huiles essentielles réagissent avec les enzymes

membranaires et dégradent la membrane plasmique (Giordani et al., 2006).
I11.4 Le Thym
111.4.1 Généralités sur le Thym
111.4.1.1 Description de I’arbre

Le mot «Thym » provient du terme grec « Thymos » qui signifie « odeur ». Son parfum est
agréable, fort, frais et balsamique (Padrini et Lucheroni, 1996). Thymus est un vaste genre divisé
en huit sections, comprenant environ 215 espéces particulierement répandus dans la région
méditerranéenne. Dans la flore algérienne ce genre est représenté par 11 espéces qui ne se prétent

pas aisément a la détermination, en raison de leur variabilité et de leur tendance a s’hybrider
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facilement, parmi lesquelles : T. numidicus Poiret. (Hazzit et al. 2009) localement connu « Zaitra».

Figure 1 : les feuilles de la plante de Thymus

111.4.1.2 Classification botanique

Le Thym fait partie de la Famille des Lamiacées(Labiées), La famille des lamiacées connue
également sous le nom des labiées, comporte environ 258 genres pour 6900 espéces plus ou moins
cosmopolites; mais dont la plupart se concentrent dans le bassin méediterranéen tel que le thym, la
lavande et le romarin. Elle est divisée en deux principales sous-familles: les Stachyoideae et les
Ocimoideae. Les lamiacées sont des herbacées ayant la consistance et la couleur de I’herbe, parfois
sous- arbrisseaux ou ligneuses. Une grande partie de ces plantes sont aromatiques riches en ’huile
essentielle d’ou leur intérét économique et médicinal. Entre autres, un grand nombre de genres de
la famille des Lamiaceae sont des sources de terpénoides, flavonoides et iridiodes glycosylés.
(Botineau, 2010).
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Tableau 03: La classification de Thymus d'apres Quezel et Santa (1963), Morales (1997),
Pedersen (2000) et Guignard et Dupont (2004).

Embranchement Phanérogames ou Spermaphytes
‘ Sous-embranchement Angiospermes
Classe Eudicots
Sous-classe  Asténdées
' Ordre Lamiales
Famille ~ Lamiacées

Genre Thymus
‘- Esﬁécc ' 77iwnus numidicus Poiret

111.4.1.3Composition de la plante

Le Thym déshydraté posséde un potentiel énergétique élevé, c'est une trés grande source de
vitamine K et de fer (plus de 500 fois les apports journaliers recommandés), du calcium, du
manganese et du zinc (quantité moyenne). Concernant les vitamines présentes dans le Thym, on
trouve des petites quantités de vitamines B1, B2, B3, B6, B9, vitamine C et vitamine E. le Thym
contient aussi du magnésium, cuivre, phosphore, du sélénium et des fibres. Chacune des différentes
variétés de Thym possédent leurs propres huiles essentielles (présentent dans les feuilles), et qui
jouent un role essentiel dans les propriétés médicinales de la plante. La composition et la quantité
(de 0,5 a 3%) des huiles essentielles varient considérablement d'une plante a une autre, selon la
variété de Thym, les zones de culture et les conditions climatiques. Parmi les autres composants, le
Thym contient des flavonoides, dont les propriétés sont anti-inflammatoires, antispasmodiques,
mais aussi antioxydante, ainsi que des acides phénols qui sont également de grands antioxydants,

des antiviraux et des anti-inflammatoires efficaces (Ginseng, 2013).
I11.5 Huile essentielle de Thymus
111.5.1 Définition

Le mot « Thym » vient du latin « Thymos » et signifie « pour parfumer ». L'HE de thym est extrait

par distillation par la vapeur a partir des feuilles fraiches ou séches et des sommités fleuries, de
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couleur jaune clair a jaune orange, ses qualités sont nombreuses. Elle a un godt fort, puissant, epicé,
herbeux, plutdt plaisant. L'essence du thym est souvent rapportée comme étant parmi les huiles

essentielles les plus actives (Rasooli et al. 2006) ; (Naghdi et al.2004).

Les huiles essentielles du thym sont composées par des molécules aromatiques d'origine végétale
présentant une tres grande diversité de structure. La variabilité chimique des HEs du thym dépend
de plusieurs facteurs, qui géenéralement sont d'ordres climatiques et environnementaux. Mais

peuvent étre aussi d'ordre génétique et saisonnier (stade végétale) (Loziene et al. 2007).

Les huiles essentielles sont des substances complexes, huileuses, volatiles et odorantes qui sont
sécrétées par les plantes aromatiques (Nicole, 2008). Elles sont considérées comme des produits de

premiére transformation (Mélanie et al. 2001).

Certaines familles se caractérisent par le grand nombre d'espéces a essences qu'elles groupent et en

particulier les labiés, les Ombelliféres, les Myrtacées, les lauracées (Sharing, 2005).
111.5.2 Réle physiologique

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

111.5.3 Localisation et lieu de biosynthése

L’huile est souvent localisée sur la surface de la plante : cellules a huiles essentielles des
Lauracées ou de Zingiberacées, poils sécréteurs des Labiées , poche sécrétrice des Myrtacées ou de
Rutacées, canaux sécréteurs des Apiacées ou des Astracées. La composition de 1’huile essentielle

peut varier selon sa localisation dans les organes d’une méme espece (Bruneton, 1993).

Chez les labiées, les cellules sécrétrices s’obtiennent par cloisonnement répété de la cellule-mere
I’aide de cloisons verticales se coupant a angle droit. L’huile sécrétée par les cellules de téte,

traverse la paroi cellulosique et se collecte dans une cavité que cree la cuticule en se soulevant ; elle
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se distend et persiste. Les poils ont une origine épidermique.

Cependant, on classe dans les poils sécréteurs ces émergences de cellules parenchymateuses qui
prennent une forme capitée et se séparent finalement de la cellule- mére par une paroi transversale,
en bordure de lacunes aériferes (sites endogenes) (Créte, 1962). De tels poils sécréteurs, dits

«internes», sont caractéristiques de certaines fougeres (Spiro et Chen,1994)
111.6 Extraction des huiles essentielles

Il existe plusieurs méthodes d’extraction comme 1’hydro-distillation, I'expression a froid,

I'enfleurage, I'extraction par solvants organiques, ... (Pierron, 2014).
111.6.1 Extraction par pression a froid

Cette technique sans chauffage est réservée a I'extraction des zestes des agrumes. Le principe est
mécanique. Il est fondé sur la rupture des péricarpes, réservoirs d'essences olfactives, en passant les
agrumes sur des récipients dont les parois sont recouvertes de pics en métal. L'essence est libérée
par un courant d'eau, puis décantée. La présence de l'eau peut entrainer des phénoménes
d'hydrolyse, de contamination par des pesticides résiduels ou des micro-organismes. Une nouvelle
technique physique basée sur lI'ouverture

des sacs oléiféeres par éclatement sous I'effet soit d'une dépression, soit par abrasion de I'écorce
fraiche, éliminerait I'eau et diminuerait les effets d'oxydation des composés de ces essences
(Pierron, 2014).

111.6.2 Extraction par hydrodistillation

Ce mode d’extraction a été proposé par Garnier en 1891, c’est la méthode la plus utilisée pour
extraire les HE et pouvoir les séparer a 1’état pur mais aussi de fournir de meilleurs rendements. Le
principe consiste a immerger directement la matiere vegeétale a traiter dans un ballon rempli d’eau
qui est ensuite porté a ébullition, les vapeurs hétérogénes vont se condenser sur une surface froide

et I’HE sera alors séparée par différence de densité (Bruneton, 1993) .
111.6.3 Extraction par Entrainement a la vapeur d’eau

C’est probablement sur le plan tonnage, que la codistillation avec vapeur d’eau est la principale
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technique de production des huiles essentielles. Trois groupes de techniques sont utilisés :

La distillation a la vapeur, ou hydrodistillation : dans laquelle le végétal est en contact direct avec
I’eau bouillante, ce qui évite d’agglutiner les charges végétales comme le fait I’injection de vapeur.

Quelques utilisations actuelles : rose, fleurs d’oranger, amande pulvérisée.

La distillation a la vapeur saturée : le végétal est supporté dans 1’alambic par une plaque perforée
située a une certaine distance au-dessus du fond rempli d’eau. Le végétal est en contact avec la

vapeur d’eau saturée, mais pas avec I’eau bouillante.

La distillation a la vapeur directe, saturée ou surchauffée : souvent a des pressions supérieures a
I’atmosphérique, est identique a la précédente, sans eau dans le fond de 1’alambic, la vapeur étant
introduite au-dessous de la charge végétale (ou en dessus dans le systéme d’hydro-diffusion).

Technique la plus utilisée actuellement, elle évite le contact prolongé du végétal avec 1’eau en
ébullition et la formation de certains artefacts (Peyron, 1992 ; Garnero, 1996).
111.6.4 Extraction par les solvants organiques

Cette méthode est utilisée pour les organes végétaux présentant une concentration en essence

relativement faible ou pour les essences que 1’on ne peut extraire par distillation.

Etant de nature huileuse, les essences sont solubles dans les solvants organiques. Un épuisement
des plantes est effectué a ’aide d’un solvant volatil dont 1’évaporation laisse un residu cireux, trés
coloré et trés aromatique appelé «concrete». Le traitement de cette concrete par 1’alcool absolu

conduit a «I’absolue» (Belaiche, 1979 ; Duraffourd et al.1990).
111.6.5 Extraction par le CO2

L’originalité de cette technique repose sur le solvant utilisé: il s’agit du CO2 en phase supercritique.
L’extraction consiste a comprimer le dioxyde de carbone a des pressions et a des températures
au-dela de son point critique (P=72.8 bars et T=31.1°C) (Lorrain, 2013). A 1’état supercritique, le
CO2 n’est ni liquide, ni gazeux, et cela lui confére un excellent pouvoir d’extraction, modulable a
volonté en jouant sur la température de mise en ceuvre. Les fluides supercritiques comme le CO2
sont de bons solvants a I'état supercritique, et de mauvais solvants a I'état gazeux (Perron et
Richard, 1992).
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111.7 Toxicité de I’huile essentielle de thym

Les huiles essentielles sont des substances tres actives. A ce titre, elles doivent étre utilisées avec
vigilance, et toujours sur la base de connaissances fiables et suffisantes. L'huile essentielle de
Thym est dermocaustique (irritante pour la peau) par la présence de phénols. Elle ne s'emploie
jamais pure en application sur la peau ou dans un bain. Diluer au maximum 20% dans une huile
végétale pour une utilisation percutanée. (GAYDA, 2013). L’essence de thym, par la présence de
thymol, peut provoquer des troubles gastro-intestinaux et une dépression du systeme nerveux
central. Chez la souris, une diminution de I’activit¢ locomotrice et une légere dépression
respiratoire ont été observées pour des doses de 0,5 a 3 g d’extrait de thym par kg de poids corporel.

Chez le rat, la dose 1étale de 1’huile essentielle par voie orale est de 2,84 g/kg.
111.8 Domaine d’application de I’huile essentielle de thym

Il est bien connu que le thym est une plante condimentaire trés appréciée, que 1’on fait sécher pour
des utilisations ultérieures. L huile essentielle de thym riche en thymol est couramment utilisée
pour la confection de savons et d’autres produits. Il entre aussi dans 1’¢laboration de certaines
liqueurs C’est I’un des remedes populaires les plus utiles. Les égyptiens et sumériens de I’antiquité
|’utilisaient pour embaumer leurs morts. Les romains le brilaient pour purifier I’air et €loigner les
animaux nuisibles. IIs s’en servaient aussi pour aromatiser fromages et boissons alcoolisées et les
militaires en mettaient dans leur bain pour se donner de la vigueur. Au Moyen Age, les nobles
portaient de petits bouquets pour se prémunir des odeurs, il était réputé pour donner du courage aux

chevaliers. 1l entre aussi dans la composition de produits cosmétiques (Saidj, 2006).
111.9 Le Romarin:
111.9.1 Description et systématique

Le Romarin (Rosmarinus officinalis) est une plante de la famille des Lamiacées poussant a 1’état
spontan¢ sur le pourtour Méditerranéen. Elle se présente sous forme d’arbuste, sous arbrisseau ou
herbacée, toujours vert a feuilles allongées et a fleurs bleu azur a mauve mesurant environ de 0,6 a
1,8m de hauteur (Fadilil et al., 2015).

Le Romarin tient son nom du latin, ros, de rosée, et marinus, de mer : allusion a son parfum, sa

saveur piquante et a son habitat sur les coteaux maritimes (Bousbia, 2011).
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Selon (Gaussen et al., 1982), la classification de la plante est décrite comme suit :

Reégne : Végétal
Embranchement : Spermaphytes
Classe : Dicotylédones

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiacés. Labiées
Genre : Rosmarinus

Espéce : Rosmarinus Officinalis

Figure 2: Photographie des feuilles et fleurs de Rosmarinus Officinalis (Gaussen et al., 1982).

111.9.2 Habitat et culture

Le Romarin existe dans les régions arides et séches, les collines et montagnes peu élevées et
rocailleuses, sur terrains calcaires, schisteux et argileux (Gaussen et al., 1982). C’est une plante
vivace, arbustive, originaire du bassin Méditerranéen et le sud-ouest de 1’Asie, actuellement
répandue un peu partout sous les climats tempérés qui connaissent des hivers doux. La plante aime
le plein soleil et tolere modérément la sécheresse (Bousbia, 2011). Il existe plusieurs espéces de
romarin dans le monde: R. officinallis, R. eriocalyx, R. laxiflorus et R. lavandulaceus. R.
officinallis est la seule espéce qui croit naturellement dans les pays du bassin Méditerranéen, ainsi
que dans les zones qui entourent I’Himalaya. Elle est cultivée en début du printemps jusqu’a 1’été
(Wichtl et Anton, 2003).
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111.10 Composition chimique
111.10.1 Huiles essentielles

Le romarin est relativement riche en huiles essentielles (1 a 5%) (Ouraini et al., 2005). Constituées
de plusieurs molécules chimiques de synthese naturelle. Ces molécules sont différentes selon la
nature de la plante et le sol sur lequel elle est cultivée, le temps de récolte, la partie de la plante, la
préparation de 1’échantillon, ainsi que la méthode d’extraction (Bousbia, 2011). Selon Ouraini
(2005) et Ribeiro-Santos (2015), le constituant prédominant des huiles essentielles du romarin est
le cinéole (50.2%).

111.10.2 Composés phénoliques

Les composés phénoligues (polyphénols) sont des produits du métabolisme secondaire des plantes,
largement distribués dans la nature, possédant plusieurs groupements phénoliques (Bahorun,
1997).

Selon (Borras-Linares, 2015), les principaux composeés phénoliques identifiés dans le romarin sont
essentiellement des acides phénols (acide rosmarinique, carnosique, quinique...) et des dérivés

flavonoiques (dérivés de lutéoline et de quercétine).
111.11 Usages
111.11.1 Usage médicinal et traditionnel

Le romarin est une plante médicinale bien connue et considérablement évaluée, largement
répandue dans les produits pharmaceutiques et la médecine traditionnelle. Il est connu pour ses
propriétés anti-oxydantes, antimicrobiennes, analgésiques, anti-inflammatoires et antiulcérogénes
(EL Kamli et al., 2017). Ses parties aériennes sont utilisées par voie orale, dans la médecine
traditionnelle, pour soulager les dysménorrhées et la colique rénale et comme antispasmodique

(Gonzalez — Trujano et al., 2007).
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111.11.2 Usage Alimentaire

Le romarin est utilisé dans les industries agro-alimentaires comme agent antioxydant et comme
alternative aux additifs chimiques pour la préparation de la volaille, des fruits de mer, des saucisses

ainsi que des soupes et chapelures (Bousbia, 2011).

Il est également utilisé frais, séché, comme extrait ou comme huile essentielle, c'est un ingrédient
souvent utilisé pour ajuster la saveur dans la cuisine et dans l'infusion de thé (Ribeiro-Santos,
2015).

111.12 Activités biologiques des huiles essentielles
111.12.1 Activité antioxydant de I'huile essentielle
111.12.1.1 Définition de P’activité antioxydante

L'activité antioxydante est un ensemble des actions qui peut retarder ou empécher I'oxydation des
substrats biologiques et capable de réagir avec les radicaux libres et les rendent inoffensif
(neutraliser et les dégrader). Il est un systeme de protection qui lui permet de luter contre les

radicaux libres (Amazal, 2010).

111.12.1.2 Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante de I’huile essentielle sur les

aliments
111.12.1.3 Méthode du piégeage du radical libre DPPH

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle, est un radical libre de couleur violacée qui
absorbe dans I’'UV-visible, a la longueur d’onde de 517 nm (Wootton-Beard et al. 2011). I1 fit 'un
des premiers radicaux libres, utilisé pour étudier la relation structure-activité antioxydante des
composés phénoligues (Osman, 2011 ; Floegel et al. 2011). Il possede un électron non apparié sur
un atome du pont d’azote. Du fait de cette délocalisation, les molécules du radical ne forment pas
des diméres. Le radical DPPH reste dans sa forme monomere relativement stable a température

ordinaire (Popovici et al. 2009).

La méthode du DPPH est indépendante de la polarité de substrat. Cette méthode est basée sur la

réduction d’une solution alcoolique de DPPH, en présence d’un antioxydant qui donne un
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hydrogene ou un électron. La forme non radicalaire DPPH-H est formée. Le pouvoir d’inhibition

est exprimé en % et déterminé en appliquant la formule suivante :

% d’activite antioxydant [Abs contrdle - Abs échantillon / Abs contrdle] x 100Les résultats peuvent
étre exprimés en pourcentage de réduction de DPPH pour une concentration en extrait donné et un
temps donné. Le test de réduction du DPPH permet aussi de calculer la CE50 (Dongmo et al.
2010). La valeur CE50 est définie comme étant la concentration du substrat qui cause la réduction
de 50% du DPPH (Simionatto et al. 2007).

111.12.1.4 Test de blanchissement du p-caroténe

Dans le test du P-caroténe, 1I’oxydation de 1’acide linoléique génére des radicaux peroxydes et des
hydroperoxydes conjugués (Kaur et Kapoor, 2002). Ces radicaux vont par la suite oxyder le
P-caroténe hautement insaturé, ce qui entraine la perte de ses doubles liaisons et, par conséquent, la
disparition de sa couleur rouge. Cependant, la présence d’un antioxydant (extraits, témoins
positifs) permet de neutraliser les radicaux libres dérivés de I’acide linoléique et, donc, la
prévention de I’oxydation et le blanchissement du P-caroténe (Yanishilieva et al, 1995 ; Belhattab,
2007 ; Yang et al, 2008).

111.13 Activité antimicrobienne
111.13.1 Mécanisme d’action antimicrobienne des huiles essentielles

L’une des premieres mises en évidences in vitro de 1’activité antibactérienne des huiles essentielles
date de la fin du XIXéme siecle, lorsque Buchholtz a étudié la croissance des propriétés inhibitrices
de I’huile des graines de carvi et de I’huile de thym en 1875. Toutefois, il aura fallu attendre le

début du XXéme siécle pour que les scientifiques commencent a s’y intéresser (Cox et al, 2000).

Néanmoins, le mécanisme d’action des huiles essentielles sur les cellules bactériennes et fongiques
reste difficile a cerner, compte tenu de la composition complexe des huiles volatiles (Burt, 2004).
La variabilité des constituants des huiles suggére qu’elles agissent sur plusieurs sites d’action dans
les micro-organismes, étant donné que chaque composé posséde son propre mode d’action

(Guinoiseau, 2010).

Les terpénes ainsi que les flavonoides peuvent penétrer dans la double couche phospholipidique de
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la membrane de la cellule bactérienne et induire sa rupture. Le contenu cytoplasmique est déchargé
a ’extérieur de la cellule impliquant sa destruction (Wendakoon et Sakaguchi, 1995 ; Tsuchiya et
al, 1996). Egalement, une perturbation chémo-osmotique et une fuite de potassium
intra-cytoplasmique peuvent subvenir, suivi de la libération d’acides nucléiques, de L’ATP, et du

phosphate inorganique (Tsuchiya et al., 1996 ; Hammer et al., 1999 ; Daroui-Mokaddem, 2011).

Certains composés phénoliques des HE interféerent avec les protéines de la membrane des
micro-organismes comme 1’enzyme ATPase, soit par action directe sur la partie hydrophobe de la
protéine, soit en interférant dans la translocation des protons dans la membrane prévenant la
phosphorylation de I’ADP (Kurita et Koike, 1982, Knoblocet al, 1989).

111.13.2 Méthodes de détermination de ’activité antibactérienne

L’essence de thym est souvent rapportée comme étant parmi les huiles les plus actives (Agnihotri
et al, 2003). Son composé majoritaire, le carvacrol (No. CAS 499- 752), possede également une

forte activité antimicrobienne (Caccionni et al, 1998).
111.13.3 Aromatogramme

L’aromatogramme est basé¢ sur une technique utilisée en bactériologie médicale appelée
antibiogramme ou méthode de disques ou méthode par diffusion en milieu gélosé. La technique
consiste a utiliser des disques de papier imprégnés des différentes substances a tester, puis déposés
a la surface d’une gélose uniformément ensemencée avec une suspension de la bactérie a étudier.
Apres incubation, les colonies se développent a la surface de la gélose laissant des zones vierges
autour des disques appelée zone d’inhibition. Plus le diametre de la zone d’inhibition est grand,
plus la souche est sensible a la substance testée, plus il est petit plus la bactérie est résistante. Le
diametre de ces zones d’inhibition est proportionnel a I’activité bactériostatique de ’'HE sur le
germe testé. On peut exprimer cette activité soit en indiquant directement le diamétre de la zone

d’inhibition en millimetre, soit en traduisant en croix le degré d’activité (Guerin et Carret, 1999).
111.13.4 Méthode de diffusion en puits

Un puits (d’environ 6mm) est creusé au centre de la gélose dans lequel sera coulée une quantité
d’huile essentielle pure ou diluée. Aprés incubation, des zones d’inhibition de croissance

bactérienne sont obtenues (pour les huiles actives) et mesurées (Dorman et Deans, 2000).
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Pour ces 2 techniques, la sensibilité du germe testé peut étre évaluée selon le diamétre d’inhibition
obtenu. En effet, la sensibilité d un germe est nulle pour un diamétre inférieur ou égal a 8 mm. Elle
est limitée pour un diamétre compris entre 8 et 14 mm, et moyenne pour un diamétre entre 14 et 20
mm. Pour un diameétre supérieur ou égale a 20 mm le germe est trés sensible (Duraffourd et al
1990).

111.13.5 Méthode de micro-atmosphere

Cette technique consiste a cultiver les microorganismes a tester dans les boites de Pétri sur milieu
de culture approprié. La différence réside principalement dans la position du disque imprégné
d’HE qui est déposé au centre du couvercle de la boite de Pétri, renversée apres fixation de I’HE sur
le disque. Celui ci n’est donc pas en contact avec le milieu gélosé. L’huile s’évapore dans
I’atmosphere de la boite, elle peut exercer son effet inhibiteur sur les microorganismes testés
(Pibiri, 2005).

111.13.6 Détermination de I’effet bactériostatique ou bactéricide

La détermination de I’effet bactéricide ou bactériostatique d’une huile essentielle est réalisée en
procédant & un repiquage des zones d’inhibition formées et ne présentant aucune croissance

bactérienne visible a 1’ceil nu sur milieu de culture.
« S’il y a croissance bactérienne, 1’huile essentielle a un effet bactériostatique sur la souche testée.

* S’il au contraire il y a absence de croissance bactérienne, 1’huile essentielle présente un effet
bactéricide vis-a-vis de cette souche. La CMI est définie comme étant la plus basse concentration
capable d’empécher une croissance bactérienne visible. La CMI n’est pas totalement bactéricide et
une partie de I’inoculum est capable de se développer aprés disparition du composé inhibiteur

(Mann et Markham, 1998).

La concentration minimale bactéricide (CMB) est la petite concentration de 1’agent inhibiteur ne
laissant subsister que 0,01% ou moins de survivants de I’inoculum initial apres 18 heures de culture

a 37°C. Cette valeur caractérise ’effet bactéricide de ’HE (Haddouchi et al, 2009)
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111.14 Facteurs influencant ’activité antimicrobienne des huiles essentielles:

Efficacité antimicrobienne :I’efficacité antimicrobienne des huiles essenticlles dépend de deux
principaux parametres : [’huile essentielle et sa composition chimique d’une part, et le

microorganisme (type, structure...) d’autre part (Kalemba et al, 2003).
Activite liée a la composition chimique :

L’activité des huiles essentielles est souvent réduite a 1’activité de ses composés majoritaires, ou
ceux susceptibles d’étre actifs. Toutefois, les composés minoritaires pourraient agir de maniére

synergique (Lahlou, 2004).

De nombreuses études ont mis en évidence une activité antimicrobienne qualitativement similaire
entre les huiles essentielles et leurs composés chimiques testés isolément. Cependant il existe des
différences quantitatives. En effet, il a été prouvé que 1’effet antimicrobien des huiles essentielles
est supérieur a celui de ses composés majoritaires testés separément ((Lahlou, 2004 ; Didry et al
,1993). Et selon I’étude de Lambert et al. 2001, ’association des principaux composes (Dorman et
Deans, 2000) actifs agirait de fagon synergique en potentialisant 1’action antimicrobienne de
I’huile essentielle. Les composés chimiques connus pour leur efficacité antimicrobienne et leur
large spectre sont les phénols (thymol, carvacrol et eugénol), les alcools, (a-terpineol,
terpinen-4-ol, linalol), les aldéhydes, les cétones et plus rarement les carbures (Cosentino et al,
1999 ; Dorman et Deans, 2000).

Les phénols, dont le thymol et 1’eugénol, sont responsables de ’activité bactéricide des huiles
essentielles qui en contiennent (Burt et Reinders, 2003 ; Lambert et al. 2001 ; Cox et al. 2000). Ils
produisent des dégats irréversibles au niveau de la membrane (Pibiri, 2006). Cependant, il est a
signaler que les phénols seuls ne sont pas responsables de I’intégralité de I’activité des huiles
essentielles; les autres composés chimiques doivent également étre pris en compte (Cosentino et al,
1999).Les alcools sont généralement plus connus pour leur activité létale que bactériostatique sur

les cellules végétatives, en dénaturant les protéines (Dorman et Deans, 2000).

Les aldéhydes, fortement électronégatif a double liaison, deviennent de puissants agents
antimicrobiens en réagissant avec les composes nitrés vitaux (protéines et acides nucléiques) des

bactéries ( Dorman et Deans 2000).
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Activité liée au microorganisme

Une huile essentielle peut étre biocide vis-a-vis de certaines souches, biostatique vis-a-vis d’autres
ou encore n’avoir aucun effet. Ceci peut étre lié au type de microorganisme (a Gram positif ou a

Gram négatif), a sa forme planctonique ou en biofilm, a son métabolisme et a sa résistance.

En effet, les bactéries a Gram positif seraient plus résistantes aux huiles essentielles que les
bactéries a Gram négatif (Zaika, 1988 ; Santos et Novales, 2012). Par ailleurs, I’activité
antimicrobienne des huiles essentielles differe selon que la bactérie croit en forme planctonique ou

au sein d’un biofilm bactérien.

La résistance bactérienne aux huiles essentielles, comme pour tout agent antimicrobien, semble
étre liée a la formation du biofilm. En effet, un isolat clinique récent peut montrer une résistance
augmentée, pouvant provenir des interactions avec les cellules de 1’hote (Alviano, 2009), tandis
que les microorganismes évoluant sous forme planctonique sont plus susceptibles (Fine et al,
2001).

~ 48 ~



Chapitre 1V

|_a flore microbienne
de fromage
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IV. 1 Flore originelle

D’aprés (Guiraud et Galzy, 1980). Le lait contient peu de microorganismes lors d’un prélevement
d’un animal sain (<10 3cellules/ml), il s’agit d’une flore saprophyte des canaux galactophores et du
pis, dont des microcoques, des streptocoques lactiques et des lactobacilles. Le lait cru est protégé
contre les bactéries par des substances inhibitrices (les lacténines) a action trés courte (1 h), la flore

banale ne présente pas de danger sanitaire mais peut se développer et alterer dans le lait
IV. 2 Flore apportée

Les ferments lactiques utilises dans la fabrication de fromage sont des souches commercialisées

telles que les bactéries mésophiles lactiques employées dans les fabrications au lait de vache, ce
sont des flores d’acidification (Lactococcus lactis et Lc. cremoris) et d’aromatisation
(Lactococcuss sp.Lactisbiovar diacetylactis), mais aussi des bactéries thermophiles (Streptococcus
thermophilus) utilisées dans les fromages a prise rapide (camembert) pour leur pouvoir

protéolytique, permettant d’avoir un gout plus développé (Jaouen et Mouillot, 1985).
IV. 3 Flore de contamination

D’aprés Eck et Gillis (2006) le fromage est un aliment trés susceptible aux contaminations, la
présence de contaminants varie selon la capaciteé de leur développement, c¢’est le caractere physico-
chimique et les conditions d’affinage et de stockage qui les définissent, trois critéres sont

importants:
-L’activité de I’eau (Aw) qui diminue avec le salage et devient inhibitrice a 0,95.

-Le potentiel d’oxydoréduction, élevé en surface (aérobie) et faible dans la pate (anaérobie)

favorise la sélection microbienne.

-Le pH variable dans le temps, en surface et en profondeur d’un fromage a un autre, la gamme
4,5-5,2 est la limite pour 1’inhibition des microorganismes, néanmoins certaines exceptions sont

visibles dont les champignons qui croient a un pH inférieur a la limite.

- En absence de traitement thermique pour les fromages au lait cru, les bactéries pathogénes
s’accroissent fortement (conditions technologiques favorables) et peuvent étre d’origine exogeéne

(environnement) ou endogéne (animale malade), la plupart de celles retrouvées dans le fromage
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sont des ubiquistes : bacteries originaire du lait cru (agents de mammites), Listeria monocytogenes,

Staphylococcus aureus, Salmonella, Escherichia coli, Campylobacter jejuni
IVV.3. 1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus est le micro-organisme pathogene le plus souvent incriminé dans des cas de
toxi-infections alimentaires collectives (TIAC) par le lait et les produits laitiers.

L’intoxication résulte de l'ingestion d'entérotoxines staphylococciques (SE) produites dans les
aliments par des souches de S. aureus productrices de SE (Derzelle et al., 2009). Elle déclenche des
nausees, vomissements, diarrhées, douleurs abdominales et maux de téte voire des conséquences
plus graves chez les jeunes enfants, les femmes enceintes et les personnes immunodéprimées. La
contamination du lait cru a la production est due a la flore présente dans la mamelle en cas
d’infection, de la flore de contamination apportée par le milieu extérieur au cours des différentes

manipulations (Brouillette et al., 2004).

Si le lait cru reste la principale source de contamination des produits laitiers en staphylocoques, il
faut préciser que la pasteurisation détruits facilement ces bactéries mais pas 1’entérotoxine produite
dans le lait (Von Eiff et al., 2006).

IV.3.2 Listeria monocytogenes

La présence de L. monocytogenes dans le lait cru et le lait en vrac a été rapportée par plusieurs
auteurs(Moshtaghi et Mohamadpour, 2007). L. monocytogenes est une bactérie saprophyte a Gram
positif, largement répandue dans la nature. Cette bactérie responsable d'infections sporadiques
séveres chez I'hnomme et les animaux est invasive, capable de traverser le placenta et de pénétrer le
systéeme nerveux central (méningo-encéphalites). La listériose est une infection alimentaire due a
Listeria monocytogenes. Chez I'adulte, elle se manifeste principalement par une septicémie ou une
infection du systeme nerveux central (méningite ou méningo-encéphalite). Chez la femme
enceinte, elle peut provoquer un avortement, un accouchement prématuré ou une infection
néonatale. La listériose touche, principalement dans les pays industrialisés, les populations a risque
comme les femmes enceintes et leurs nouveau-nés, les personnes agées et les personnes dont les

défenses immunitaires sont perturbées, a la suite d'un traitement ou d'une maladie (Van Kessel et

al., 2004).Les produits laitiers les plus fréquemment contaminés par Listeria monocytogenes sont
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les fromages a pate molle et au lait cru.
IV.3.3 Lessalmonelles

Salmonella est une bactérie naturellement présente dans I'intestin des animaux (en particulier chez
les volailles ), des oiseaux, des reptiles, de certains animaux de compagnie et de certaines
personnes. Elle est également présente dans I'environnement et peut contaminer le lait a la
production a la ferme . Les personnes qui consomment du lait contaminé par Salmonella sont

susceptibles de contracter la salmonellose (De Buyser et al., 2001) .

Comme dans le cas d'autres toxi-infections alimentaires(Streit et al., 2006). Les symptomes de la
salmonelle se ressemblent a ceux de la grippe. Ils se manifestent habituellement de 12 a 72 heures
apres l'ingestion d'aliments contaminés et durent généralement jusqu'a sept jours. La plupart des
gens s'en remettent sans traitement. Les jeunes enfants, les personnes agées et les personnes dont le
systeme immunitaire est affaibli sont les plus a risque de développer des complications graves
comme la septicemie. Des épidémies de fievre typhoide et paratyphoide ont pour origine la
consommation de lait, creme, beurre, créeme glacée, etc., n'ayant pas subi de traitement

d'assainissement ou qui ont été recontaminés.
IVV.3.4 Les Coliformes

Le terme de coliformes désigne traditionnellement un certain nombre d’espéces appartenant a la
famille des Enterobacteriaceae, capables de fermenter rapidement le lactose (Guiraud et Rosec,

2004). Ces bactéries possedent les caractéres phénotypiques suivants :

Ce sont des bacilles Gram négatif, non sporulés, sans activité oxydase, aérobies ou anaérobies
facultatifs (Fauchere et Avriljean, 2002).

Capables de se multiplier en présence de sels biliaires et de fermenter le lactose avec production
d’acide et de gaz en 48 heures a une température de 35-37°C. Les genres les plus fréquemment
isolés dans les laits sont les suivants : Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Yersinia. Ces genres se

retrouvent également dans les fromages (Guiraud et Rosec, 2004).

Lorsque les coliformes sont a des niveaux élevés dans les laits ou encore dominants, ils sont

responsables des gonflements précoces des fromages, du fait de la production de gaz carbonique et
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d’hydrogéne trés peu soluble dans le lait. IIs peuvent conférer un aspect spongieux au fromage.
Cette production dépend des souches : seules en sont responsables celles qui synthétisent une
hydrogéne lyase. Etant donnés les niveaux importants atteints dans certains fromages a pate molle
(106a 108ufc.gl) et du fait de leur aptitude a dégrader des acides aminés, ils présentent un intérét

dans 1’¢laboration du gott (Tormo, 2010).
IV .4 Les normes applicables aux différentes varietés de fromage

La présente norme s’applique a tous les produits destinés a la consommation directe ou a un
traitement ultérieur, conformément a la définition du fromage figurant a la Section 2 de la présente
norme. Sous réserve des dispositions de la présente norme, les normes applicables aux différentes
variétés de fromage, ou a des groupes de variétés de fromage, peuvent contenir des dispositions
plus spécifiques que celles figurant dans la norme. En pareil cas, ces dispositions spécifiques

s’appliquent.
IV .5 Description de la norme

Le fromage est le produit affiné ou non affiné, de consistance molle ou semi-dure, dure ou
extra-dure qui peut étre enrobé et dans lequel le rapport protéines de lactosérum/caséine ne dépasse

pas celui du lait, et qui est obtenu:

(a) par coagulation compléte ou partielle des protéines du lait, du lait écrémé, du lait partiellement
écréme, de la creme, de la créeme de lactosérum ou du babeurre, seuls ou en combinaison, grace a
I’action de la présure ou d’autres agents coagulants appropriés et par égouttage partiel du
lactosérum résultant de cette coagulation, tout en respectant le principe selon lequel la fabrication
du fromage entraine la concentration des protéines du lait (notamment de la caseine), la teneur en
protéines du fromage étant par conséquent nettement plus élevée que la teneur en protéines du

mélange des matiéres premiéres cidessus qui a servi a la fabrication du fromage et/ou

(b) par I’emploi de techniques de fabrication entrainant la coagulation des protéines du lait et/ou
des produits provenant du lait, de facon a obtenir un produit fini ayant des caractéristiques

physiques, chimiques et organoleptiques similaires a celles du produit défini a I’alinéa (a).

* Le fromage affiné est un fromage qui n’est pas prét a la consommation peu apres sa

fabrication, mais qui doit étre maintenu pendant un certain temps a la température et dans
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les conditions nécessaires pour que s’opérent les changements biochimiques et physiques
caractéristiques du fromage.

» Le fromage affiné aux moisissures est un fromage affiné ou 1’affinage est provoqué
essentiellement par la prolifération de moisissures caractéristiques, dans la masse et/ou
sur la surface du fromage.

= Le fromage non affiné dont le fromage frais est un fromage qui est prét a la

consommation peu de temps apres sa fabrication.
V.6 Facteurs essentiels de composition et de qualité

= Matieres premiéeres Lait et/ou produits obtenus a partir du lait.

= Ingrédients autorises :

» Cultures de bactéries lactiques inoffensives (levain) et/ou bactéries productrices d’aromes,
et cultures d’autres micro-organismes sans danger

» Enzymes appropriées et inoffensives

» Chlorure de sodium

> Eau potable.
IV.7 Codex des additifs alimentaires autorisés sur les fromages

il existe une liste des additifs alimentaires peuvent étre utilisés et uniquement dans les limites
fixées.
Fromages non affinés Comme énumérés dans la Norme pour les fromages non affinés, y compris

le fromage frais (CODEX STAN 221-2001).

Fromages en saumure Comme énumérés dans la Norme pour les fromages en saumure (CODEX
STAN 208-1999).

Fromages affinés, y compris fromages affinés aux moisissures Les additifs qui ne sont pas sur
la liste , mais qui sont prévus dans les normes individuelles Codex pour des variétés de fromages
affinés peuvent étre utilisés pour des fromages de type similaire dans les limites spécifiées par ces

normes.
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1VV.8 Contaminants

Les produits visés par les dispositions de la présente norme doivent étre conformes aux limites
maximales de contaminants prescrites pour ces produits dans la Norme générale pour les
contaminants et les toxines presents dans les produits de consommation humaine et animale
(CODEX STAN 193-1995).

Le lait utilisé pour la fabrication des produits visés par les dispositions de la présente norme doit
étre conforme aux limites maximales de contaminants et de toxines prescrites pour le lait dans la
Norme générale pour les contaminants et les toxines présents dans les produits de consommation
humaine et animale (CODEX STAN 193-1995) ainsi qu’aux limites maximales de résidus de

médicaments vétérinaires ou de pesticides prescrites pour le lait par le CAC.
IV.9 Hygiéne

Il est recommandé que les produits visés par les dispositions de la présente norme soient préparés et
manipulés conformément aux sections appropriées du Principes généraux d’hygie¢ne alimentaire
(CAC/RCP 11969), du Code d’usages en mati¢re d’hygi¢ne pour le lait et les produits laitiers
(CAC/RCP 57-2004) et des autres textes pertinents du Codex tels que les Codes d’usages en
matiere d’hygiene et les Codes d’usages. Les produits doivent satisfaire a tout critére
microbiologique établi conformément aux Principes et Directives régissant 1’établissement et

I’application de critéres microbiologiques relatifs aux denrées alimentaires (CAC/GL 21-1997).
1V.9.1 Etiquetage

Outre les dispositions de la Norme générale pour I’étiquetage des denrées alimentaires
préemballées (CODEX STAN 1-1985) et la Norme générale pour 1’utilisation de termes de laiterie
(CODEX STAN 2061999), les dispositions spécifiques ci-apres s’appliquent:

= Nom du produit Le nom du produit doit étre fromage. Toutefois, le terme «fromage» peut
étre omis dans la désignation d’une variété individuelle de fromages réservée par une
norme du Codex sur les fromages individuels, et a défaut, dans une appellation de variété
spécifiée dans la législation nationale du pays dans lequel le produit est vendu, a condition
que cette omission ne crée pas une impression trompeuse quant a la nature du produit.

= Aucas ou le produit n’est pas désigné par un nom de variété mais par la seule appellation
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«fromage», la dénomination peut étre accompagnée des formules descriptive appropriées
= Déclaration de la teneur en matiere grasse laitiere Si le consommateur risque d’étre induit
en erreur par son omission, la teneur en maticre grasse laitiere doit étre déclarée d’une
maniére jugée acceptable dans le pays de vente au consommateur final, soit i) en
pourcentage de la masse, soit i1) en grammes par ration, telle que quantifiée sur I’étiquette,

a condition que le nombre de rations soit indique.
Extra gras ou double creme (si la teneur en MGES est égale ou plus de 60 %);

Tout gras ou au lait entier ou creme (si la teneur en MGES est supérieure ou égale a 45 % et

inférieure a 60 %);

Mi-gras ou demi-écrémeé (si la teneur en MGES est supérieure ou égale a 25 % et inférieure a 45%);
Partiellement écrémé (si la teneur en MGES est supérieure ou égale a 10 % et inférieure a 25 %);

Maigre ou écrémé (si la teneur en MGES est inférieure a 10 %).
1VV.9.2 Indication de la date

Nonobstant les dispositions de la Section de la Norme générale pour 1’étiquetage des denrées
alimentaires préemballées (CODEX STAN 1-1985), la date de durabilité minimale n’a pas besoin
d’étre indiquée sur 1’étiquette des fromages fermes, durs et extra-durs qui ne sont pas aux
moisissures affinés a pate molle et ne sont pas destinés a étre achetés en tant que tels par le

consommateur final: en pareil cas, la date de fabrication doit étre indiquee.
IV.9.3 Etiquetage des récipients non destinés a la vente au détail

Les renseignements requis a la Section 7 de la présente norme et aux Sections 4.1 a 4.8 de la Norme
générale pour I’étiquetage des denrées alimentaires préemballées (CODEX STAN 1-1985) et, au
besoin, les instructions d’entreposage, doivent figurer soit sur le récipient, soit sur les documents
d’accompagnement, exception faite du nom du produit, de I’identification du lot et du nom et
adresse du fabricant ou de I’emballeur qui doivent étre indiqués sur le récipient. Toutefois,
I’identification du lot, et le nom et I’adresse du fabricant ou de I’emballeur peuvent étre remplacés
par une marque d’identification, a condition que cette derniére puisse étre clairement identifiée a

I’aide des documents d’accompagnement.
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1V .9.4 Méthodes d’échantillonnage et d’analyse

Pour Vérifier la conformité avec cette norme, on utilisera les méthodes d'analyse et
d'échantillonnage figurant dans les Méthodes d'analyse et d'échantillonnage recommandees (CXS

234-1999) se rapportant aux dispositions de cette norme.

Tableau 4 :Critéres microbiologiques du fromage(JORA)

Catégories des denrées alimentaires Micro-organismes/ : Plan Limites mif:mbiolog_iquas
métabolites d'échantillonnage (ufe (1)/g ou ufe/ml)
n o m M
Esphertclia coll 5 2 104 109
Staphylocogques & coagulase + 5 2 103 104
Fromages au lait cru Salmonella 5 0 Absence dans 25 g
Listerza monoevtogenes 5 0 100
Fromages & base de lait ayant subi un | Escherschia colf 5 2 102 103
traitem ent thermique moins fort que la -
pasteurisation et fromages affinés & base | Staphylocogques 3 coagulase + 5 2 102 10-
de lait ou de lactosérum pasteurisés ou —
avant subi un trattement thermique plus | Salmonella 5 0 Absence dans 25 g
fort que la pasteurisation
Listerza monocytogenes 5 0 100
Escherichia coli 5 2 102 103
Fromages a pite molle non affinés
(fromages frais) 4 base delaitoude | Staphylocoques & coagulase + 3 2 10 102
lactosérum pasteurisés cu ayant subi un —
traitem ent thermigque plus fort gque la Salmonella 5 0 Absence dans 25 g
pasteurisation
Listeria monocyiogenes 5 0 100
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Matériel et Méthodes

| — Matériel et méthodes

Dans le cadre de I’¢laboration et de la formulation d’un fromage au lait reconstitué a partir
d’huiles essentielles. Le présent travail comporte trois parties principales une partie consacré
pour la reconstitution préparation du lait, une deuxiéme partie a 1’élaboration et formulation
du fromage et enfin la derniére partie est consacré pour le suivi du produit (fromage) tout au
long de sa conservation et de son semi-affinage ou on suivra les différents parametres a savoir

parametres physicochimiques, microbiologiques, et sensoriels.

I1-Désinfectants
e DEPTAL MDS (HYPRED) détergent désinfectant bactéricide non colore
compatible avec la plupart des matériaux Annexe D
e ASEPTANIOS OXY(ANIOS) détergent désinfectant destiné a la désinfection
de ’ambiance
Annexe D
I11- Sels
e CaCl2: additif auxiliaire de coagulation
e Phosphate monocalcique : additif auxiliaire de coagulation
IV- Enzymes et ferments
IV-1 Enzyme
e Présure: enzyme coagulante composée de chymosine et de pepsine extraite de

I’estomac des jeunes veaux

V-2 Ferments
a- Ferments lactiques
e Ferments mixte mésophile homofermentaire
V-Matiére premiére
a- Huiles essentielles : Extraites des plantes : romarin et thym
Voir dispositif d’extraction des huiles essentielles récupéré de ’université de Boumerdes en
annexe
b- Lait reconstitué avec une poudre de lait écrémée Low-heat de grade fromagére EPI

Ingrédients France
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c- Créme fraiche
C’est une créme fraiche commercialisée. Elle contient 35% de matiéres grasses et elle sert a
I’ajustement du taux de MG du fromage €élaboré.
VI- Méthodes

VI-1 Reconstitution du lait
Reconstitution base 125g de poudre de lait 0% et de 26% par 900 ml d’eau déminéralisée a
42°c (1159 poudre de lait de 0% et 10g de poudre de lait de 26% par litre de lait).

VI- 2 Elaboration et formulation du fromage :celle-ci est bien détaillés dans le

diagramme qui-suit

VI- 2-1 Local de production
Une salle au laboratoire des Sciences et Techniques de Production Animales a été
aménagée et concue pour la fabrication du fromage, les conditions du travail ont été
standardisées et afin d’assurer la qualité hygiénique et microbiologique, un protocole de
nettoyage et de désinfection stricte a été défini.

VI- 2-2 Plan de nettoyage et de désinfection

L’objectif de ce plan, ¢’est d’avoir un produit qui réponde aux normes de sécurité alimentaire
et des bonnes conditions de travail en termes de contamination microbienne et d’hygiéne

générale.
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VI- 2-3 Etapes de fabrication

Les étapes de formulation sont résumees dans le tableau 5

Etapes

Manipulations

Buts et observations

Reconstitution du
lait

Mesure du pH
Mesure d’acidité

Le pH et ’acidité pour savoir la friabilité du
lait

Filtration La filtration s’effectue avec un Tissu Consiste a éliminer I’impureté physique du
lait
Les ferments sont préparés dans un | -Les ferments utilisés sont mixtes :
erlenmeyer de 100ml & une dose adéquate | Ferments mésophiles Lactococcus lactis et
Ensemencement- | puis mélangés avec 151 du lait | Leuconostoc crémoris
Emprésurage préalablement filtré & une température | - 15 L du lait ont été utilisé
28°C
Emprésurage a 0,15 ml/100 |
Maturation- lait inoculé en maturation pendant 15 & 18 | La maturation consiste a 1’acidification du
coagulation heures a 28°C a fin d’avoir 1’acidification | lait par fermentation lactique qui se traduit
souhaitée pH 6.5 par I’abaissement du pH du lait et une
coagulation uniforme
Décaillage- Des sacs en tissus en mousseline sont remplis
égouttage Une fois le coagulum et obtenu et sa | alalouche avec le caillé pour son égouttage
consistance confirme son aptitude a étre
décaillé (test boutonnement) Le décaillage
se fait a la louche sans découpage
Egouttage Les sacs remplis avec le caillé sont | La passoire est maintenue inclinée afin de

suspendus et laissé a une Température 18-
20°C
Le pH et I’acidité sont surveillés

faciliter I’égouttage
La passoire sert a recueillir le lactosérum.

Standardisation de
la MG

La norme en MG pour ce type de fromage
est de 25% et pour se rapprocher de ce
seuil on rajoute de la MG du lait (créme
fraiche)

Cette étape consiste a ajuster le taux en MG
(25%)

Malaxage

Est effectué a 1’aide d’un malaxeur
¢lectrique afin d’assurer I’homogénéisation
c’est dans cette étape que 1’incorporation
des huiles essentielles est effectuée

Deux huiles sont utilisées HE du Romarin et
HE du Thym en ordre de quatre doses pour
chacun (minimum &, médiane et maximale)
A 0,25 ml-0,5 ml-0,75 ml et 1 ml /kg de
fromage : avec une comparaison au témoin

Mise en
aseptiques

pots

A Tlaide d’une plaque en plastique
alimentaire rectangulaire (10X 5 cm)
perforé en discs de @ 50mm et de 8cm de
hauteur perforation a été effectuer au
niveau du laboratoire Pour pouvoir mettre
en pots aseptiquement le caillé obtenu

=

Conservation et
semi-affinage
pendant 21 jours

Une armoire frigorifique & une température
de 15°C

Durant la consevation I’humidité et la
température a 1’intérieure de 1’armoire reste
relativement constants HR85%, T 15°C ainsi
favorisant la maturation du fromage et le
suivi de sa bonne conservation avec les
huiles essentielles utilisées

~ 62 ~




Matériel et Méthodes

VI- 2-4- Diagramme expérimental de fabrication du fromage frais :

Pasteurisation du lait a 85°c

1

Refroidissement du lait a 35°c

l

Ajouter des ferments lactiques

l

Emprésurage léger

l

Maturation pendant 24h

l

Séparation du caillé par léger
chauffage a 25-30°c

l

Egoutage avec un tissu pendant
10 a15 h, a la température 18°c a

l

Adjonction des huiles essentielles
de thym et de et de romarin a
différentes concentrations allant
de 0,25 ml- 0,5ml- 0,75ml et 1ml
/Kg de fromage

Figure 3 : Diagramme expéerimental de fabrication du fromage frais
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VII- Les analyses
VII- 1 Analyses du lait reconstitué
Les analyses physico-chimiques ont été effectué au sein du laboratoire Par le bais d’un
LactoStar On cite les analyses suivantes :définies par la CIPC lait AFNOR/lait 2011

a- L’extrait sec total EST d-La teneur en lactose
b- La teneur en matiéres grasses e- La densité
c- Lateneur en protéines f- Le point de congelation

VII- 1-2 Avant la transformation du lait

a- Détermination du pH :Le pH est le logarithme de I’inverse de la concentration en ion
hydrogeéne d’une solution, il indique I’activité de ces ions dans le milieu d’intérét, le
pH exerce une influence sur les réactions chimiques et biochimiques de ce fait, il
présente un effet sur la flore microbienne du milieu .Le pH est mesuré a 1’aide d’un
pH-metre .Avant chaque mesure 1’¢électrode du pH- meétre est nettoyée avec de 1’eau
de robinet, puis rincer a I’eau distillée et séchée avec du papier. Un controle sur la
fiabilité du pH-metre est effectué avant chaque mesure, par étalonnage de 1’appareil a
I’aide de solution tampon de pH connus 4,00et 7,00 ,Ensuite la mesure est faite par
immersion du bout de I’¢lectrode dans les pots de fromage frais puis Attendre la
stabilisation du pH pour effectuer la lecture. Avant d’entreprendre une autre mesure,

I’électrode est a nouveau nettoyée, puis rincée comme précédemment.

b-Détermination de I’acidité titrable : L’acidité titrable mesure la quantité d’acide présente
dans un échantillon de lait. On D’exprime en pourcentage d’acide lactique. L’acidité
développée du lait est causée par 1’acide lactique et d’autres acides provenant de la
dégradation microbienne du lactose dans les laits altérés ,L’acidité est déterminée par le
dosage de I’acide lactique a I’aide de I’hydroxyde de sodium a0,11 mol/l. La présence de
phénolphtaléine, comme indicateur coloré, indique la limite de la neutralisation par
changement de couleur rose pale. Cette acidité est exprimée en degré Dornic (°D) (Mathieu,
1998).
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c- Densité du lait : Elle oscille entre 1,028 et 1,033. Elle doit étre supérieure ou égale a 1,028
a 20°C. La densité des laits de grand mélange des laiteries est de 1,032 a 20°C. La densité des
laits écrémeés est supérieure a 1,035. Un lait a la fois écrémé et mouillé peut avoir une densité

normale (Vierling, 2008).

VI11-2Analyses sur le fromage
VII- 2-1 Analyses physico-chimiques

Les analyses physico-chimiques des fromages réalisées ont été faites au sein du laboratoire de

controle et d’assurance qualité AFAK Oran avec le milko-scan FT 120 pour ce qui suit :

PH, EST, masse protéique, matiére grasse, teneur en lactose et en matiéres minérales Ca et P
VI1- 2-2 Analyses microbiologiques

Selon I’ Arrété interministériel du 24 janvier 1998 : critéres microbiologiques des fromages :
Tableau 6: les germes recherchés dans le fromage d’aprés le JORA (Journal Officiel de
la République Algérien N39 du 02/07/2017)

Germes recherches N C|M
Coliformes totaux 5 2 |10
2 _ ,
e Coliformes fécaux 5 2 |1
Staphylococcus aureus 5 2 |10
(¢D)
S Absence dans 25
e
o Salmonella 5 0 |gl/l
LL
Levures et moisissures 5 2 |10

e N : nombre de tubes ou de boites total par dilution

e C :nombre de tubes ou de boites positifs par dilution

e M : seuil maximale au-dela du quel produit est considéré comme non satisfaisant

e Les milieux de cultures : la préparation des milieux de culture Annexe A

e Milieu BCPL : (Bouillon Lactosé au Pourpre de Bromocrésol) : pour la recherche
des coliformes totaux et fécaux.

e Milieu Chapman : pour la recherche des staphylococcus aureus.

e Milieu PCA (Plat Count Agar) : pour la recherche de la flore mésophile totale.

e Milieu Sabouraud : pour la recherche des levures et des moisissures.
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e Milieu Hektoen : pour la recherche des salmonnelles.

Diluant
Nous avons utilis¢ comme diluant soit la solution d’eau distillée stérile ou [’eau
physiologique selon la disponibilité. 90ml de la solution d’eau distillée stérile (ou 1’eau
physiologique) contenu dans un flacon de 180ml pour 10g de produit & analyser (cas d’un
produit solide) et 9ml de diluant contenu dans des tubes a essai pour préparer les dilutions.
c-Broyage sur un stomacher
Le broyage est une étape indispensable dans 1’analyse bactériologique des produits solides
car il permet la bonne homogénéisation et rend 1’échantillon plus représentatif. Cependant, il
est fondamental qu’il n’est pas un effet destructif sur les microorganismes présents.

d- Dilutions
Dans des conditions d’asepsie ,10 g de fromage est homogénéis¢ dans 90ml d’eau
physiologique stérile , ce qui forme la solution mére 10-1 dans 9ml d’eau physiologique
stérile ce qui constitue la dilution 10-2,puis aprés homogeénéisation de cette derniére , la méme

opération est répétée pour la préparation du reste de dilutions
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Dilution mére 10-! [ mdilution de 107 (i dilution de 10-3

10g du produit —
T 9ml de 9ml de —y
90ml de diluant diluant diluant -

Figure 4:Préparation des dilutions décimales

A- Dénombrement des coliformes totaux et les coliformes thermo-tolérants

Leur présence dans les fromages traduit une contamination fécale par le manque d’hygiéne
(Bourgeois et al., 1989).

Les coliformes ont la particularité de fermenter le lactose avec production de gaz, leur
identification se fait sur le milieu sélectif bouillon lactosé bilieé au vert
brillant(BLBVB) ou sur le bouillon au pourpre de bromocrésol (BCPL). Le développement
des coliformes totaux acidifie le milieu et cette acidification se traduit par un virage de
I’indicateur coloré (de la couleur verte au jaune), en outre une production de gaz apparait dans
la cloche .

Ensemencer une série de 3 tubes (avec la cloche de Durham) de BCPL avec 1ml des
differentes dilutions (10'1, 10'2...10'”), cette opération doit étre effectuée en double pour

chaque dilution car :
e Lapremiere serie sera réservée a la recherche des coliformes totaux.
e Ladeuxieme série sera réservée a la recherche des coliformes fécaux.
L’incubation se fait a deux niveaux :
e Une série de tubes sera incubée a 37°C, pendant 24 a 48 heures et servira a la

recherche des coliformes totaux.
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e [L’autre série sera incubée a 44°C, pendant 24 a 48 heures et servira a la recherche

des coliformes fécaux.

A-3 Lecture des résultats

La production de gaz et le virage de couleur vers le jaune confirme la présence des
coliformes.

Aprés incubation, Le nombre de bactéries coliformes par gramme est donné par la

formules suivante ;

e C : nombre de colonies issu de la table de NPP par
facteur de dilution
e D : facteur de dilution

e V : volume ensemencé.

B-Recherche et déenombrement de staphylococcus aureus
Les staphylocoques sont une composante essentielle de la flore humaine normale, mais

comprennent aussi a des especes qui sont pathogeénes. Ils se présentent sous la forme cocci de
+ . . , + -
Gram™ en grappe , immobiles, non sporulées, catalase ™ et oxydase’.

- Mode opératoire

Ensemencer une série de 3 boites de Pétri de Chapman avec 1 ml des différentes dilutions
(101, 102,...10™).
-L’incubation se fait a 37°C, pendant 72 heures.

-Les colonies de Staphylocoques apparaissent en jaunes sur le milieu Chapman.

C- Le dénombrement de la Flore Mésophile Aérobie Totale (FMAT)

La FMAT est un indicateur d'’hygieéne important. En effet, elle permet d'évaluer le nombre
d'UFC (Unité Formant colonie) présent dans un produit ou sur une surface. Ce dénombrement
se fait a 30°C sur le milieu PCA, la plupart des micro-organismes peuvent se développer,
sauf ceux qui sont exigeants et les micro-organismes anaérobie stricts(Contact avec l'air). Il

est donc préférable de parler de flore mésophile aérobie a 30°C que de "flore totale”. L'unité

~ 68 ~




Matériel et Méthodes

est 'UFC (Unité Formant colonie) car une colonie observable sur la gélose peut venir d'un

micro-organisme isolé, ou bien d'une spore ou d'une micro-colonie.

D- La recherche de levures et moisissures sur milieu Sabouraud :
La gélose de Sabouraud Dextrose au Chloramphénicol (SDCA) est recommandée pour
I’isolement et le dénombrement des levures et des moisissures, notamment lorsque les
prélévements sont fortement contaminés par des bactéries.
a- Dénombrement des levures et moisissures

Ensemencement en surface :

e A lasurface du milieu pré-coulé ou du milieu préparé en boites, transférer 0,1 ml de

I’échantillon a analyser et de ses dilutions décimales.
e Etaler I’inoculum en surface a I’aide d’un rateau stérile.

e Incuber a 25,0 + 2,5 °C pendant 3 jours a 5 jours.

b- Lecture des résultats

e Aprés incubation, observer la croissance microbienne. Dénombrer les boites.

E- Recherche des Salmonelles :

La recherche de Salmonella et leur identification permet de savoir si le produit est dangereux
a consommer ou non (Leveau et Bouix., 1993), car les Salmonelles sont agents des toxi-
infections alimentaires en raison de leur fréquence et de la gravite des symptomes et I’origine

des typhoides et des paratyphoides (Ait Abdelouahab, 2008)
-Mode opératoire

e Jour 1: Pré-enrichissement

e Prélever 25g de fromage dans un flacon stérile contenant 225 ml de TSE et
bien homogénéiser, puis I’incuber a 37°C pendant 18 heures.

e Jour 2 : Enrichissement

e [’enrichissement doit s’effectuer sur le milieu sélectif a savoir :

- Le milieu de Sélinite - Cysteine (SFB) réparti a raison de 100 ml par flacon.
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L’enrichissement proprement dit, se fait donc a partir de milieu de pré-enrichissement de la

facon suivante :

- Mettre 10 ml de milieu Sélenite cysteiné dans un tube stérile.

- Ajouter 1ml de la culture incubée et pré-enrichée

Le tube de Sélinite-cysteiné sera incubé a 37°C pendant 24h

e Jour 3 : Isolement

Le tube incubé¢ fera I’objet d’un isolement sur le milieu gélosé sélectif « Hektoen » :
- On doit prélever une petite goutte a la surface du milieu d’enrichissement sélectif .

- La goutte sera déposé au bord de la boite, et en pratique une strie de quelques centimetres

puis des stries perpendiculaires jusqu’au bout de la boite.

Les boites ensemencés seront incubées a 37°C pendant 24h.

e Jour 4 : Lecture des boites et identification

Les Salmonelles se présentent sous forme des colonies bleue verdatres a centre noir

sur gélose Hektoen. de diametre environ 0, 3 & 1,0um.

VI1- 3 Analyse sensorielle

Une évaluation sensorielle a éte réalisé sur un panel constitué de 10 jurys du laboratoire
compos¢ d’enseignants chercheurs ,de doctorants et d’étudiants en master , les modalités sur
lesquelles est porté 1’évaluation sont validées par un fiche de dégustation établie par la
fédération internationale du lait F.I.L pour 1’analyse sensorielle des fromages. Les résultats de

’analyse sont traitées a partir du baréme d’évaluation défini sur la fiche F.I.LL 2018
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Résultats et discussions

1. Qualité physico-chimique du lait, du fromage préparé et suivi de son évolution a la date limite de consommation
Le tableau suivant présente la qualité physico-chimique de la matiére premiere utilisée (le lait reconstitué) ainsi que celle du fromage frais
préparé

Tableau 7 : Analyses physico-chimique du lait reconstitué et des fromages frais et semi-affinés

1/Lait
reconstitué
Acidité EST | Lact GIS
Lait PH °D MP% | MG% | % % Densité | Ca% | P% | Ca/P %
125
Résultats 6,78 17 3,3 0,8 1,18 4,7 1034 mg |88mg| 1,42
31a 1,15-| 4,1a 1030a | 120a | 85a 14a

Normes 66268 |16a18| 3,5 0,5 1,2 5,2 1035 140 90 15
Evolution de la qualité physico-chimique des

2/Fromage frais préparé fromages
Jour J 4.7 2,7 6,7 21 1,8 85 48 1,77 | 31,90
Jour J+7 4,4 2,4 58 23 1,5 82 41 2,00 | 25,22
Jour J+14 4,2 2,1 5.2 23,8 1,2 80 38 2,11 | 21,85
Jour J+21 42 1,8 5 244 0,8 80 37 2,16 | 20,49
195a 22a | 05a 75a | 35a | 1,75a| 20a
Normes FIL | 4,4a4,6 2,5 6a7 25 0,7 80 45 2,15 25
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2 .Qualité microbiologiques des fromages prépares :

Les tableaux suivants présentent la qualité microbiologique de nos essais de fromages sans et avec les huiles essentielles sélectionnées
dans le cadre de notre étude
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Tableau 8:Qualité microbiologique du fromage témoin sans huiles essentielles

lait reconstitué germes totaux | Staphylococcus | Coliformes | Coliformes Salmonella Levures
(germes/ml) germes /ml Aureus Fécaux Moisissures
Résultats 150000 Absence Absence | Absence Absence 5
Normes 100000 a 300000 Absence 10 Absence | Absence dans 25 ml | 0 a maxi 10
Fromage frais a germes totaux | Staphylococcus | Coliformes | Coliformes Salmonella
jour J (germes /g) aureus fécaux
Résultats 85000 Absence Absence | Absence Absence 110
Normes 50000 a 100000 Absence Absence | Absence | Absence dans 25 g 10
Fromage frais a germes totaux | Staphylococcus | Coliformes | Coliformes Salmonella
jour J+7 (germes /gl) aureus fécaux
Résultats 92000 Absence Absence | Absence Absence 180
Normes 50000 a 100000 Absence Absence | Absence | Absence dans 25 g 10
Fromage frais a germes totaux | Staphylococcus | Coliformes | Coliformes Salmonella
jour J+14 (germes /g) aureus fécaux
Résultats 81000 Absence Absence | Absence Absence 235
Normes 50000 a 100000 Absence Absence | Absence | Absence dans 25 g 10
Fromage frais a germes totaux | Staphylococcus | Coliformes | Coliformes Salmonella
jour J+21 aureus fécaux
Résultats 72000 Absence Absence | Absence Absence 410
Normes 50000 a 100000 Absence Absence | Absence | Absence dans 25 g 10

~ 74 ~




Tableau 9:Qualité microbiologique du fromage avec huile essentielle de romarin a une concentration de 0,25 ml/kg de fromage

lait reconstitué germes totaux | Staphylococcus | Coliformes | Coliformes Salmonella Levures
(germes/ml) germes /ml aureus fécaux Moisissures
Résultats 150000 Absence Absence | Absence Absence 5
Normes 100000 & 300000 Absence 10 Absence | Absence dans 25 ml | 0 @ maxi 10
Fromage frais a germes totaux | Staphylococcus | Coliformes | Coliformes Salmonella
jour J (germes /g) aureus fécaux
Résultats 82000 Absence Absence | Absence Absence 108
Normes 50000 a 100000 Absence Absence | Absence | Absence dans 25 g 10
Fromage frais a germes totaux | Staphylococcus | Coliformes | Coliformes Salmonella
jour J+7 (germes /gl) aureus fécaux
Résultats 76000 Absence Absence | Absence Absence 90
Normes 50000 a 100000 Absence Absence | Absence | Absence dans 25 g 10
Fromage frais a germes totaux | Staphylococcus | Coliformes | Coliformes Salmonella
jour J+14 (germes /q) aureus fécaux
Résultats 72000 Absence Absence | Absence Absence 60
Normes 50000 a 100000 Absence Absence | Absence | Absence dans 25 g 10
Fromage frais a germes totaux | Staphylococcus | Coliformes | Coliformes Salmonella
jour J+21 aureus fécaux
Reésultats 58000 Absence Absence | Absence Absence 15
Normes 50000 a 100000 Absence Absence | Absence | Absence dans 25 g 10
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Tableau 10 : Qualité microbiologique du fromage avec huile essentielle de romarin a une concentration de 0,5 ml/kg de fromage

lait reconstitué germes totaux | Staphylococcus | Coliformes | Coliformes Salmonella Levures
(germes/ml) germes /ml aureus fécaux Moisissures
Résultats 150000 Absence Absence | Absence Absence 5
Normes 100000 a 300000 Absence 10 Absence | Absence dans 25 ml | 0 a maxi 10
Fromage frais a germes totaux | Staphylococcus | Coliformes | Coliformes Salmonella
jour J (germes /g) aureus fécaux
Résultats 81500 Absence Absence | Absence Absence 105
Normes 50000 a 100000 Absence Absence | Absence | Absence dans25g 10
Fromage frais a germes totaux | Staphylococcus | Coliformes | Coliformes Salmonella
jour J+7 (germes /gl) aureus fécaux
Résultats 74800 Absence Absence | Absence Absence 85
Normes 50000 a 100000 Absence Absence | Absence | Absence dans 25 g 10
Fromage frais a germes totaux | Staphylococcus | Coliformes | Coliformes Salmonella
jour J+14 (germes /g) aureus fécaux
Reésultats 70000 Absence Absence | Absence Absence 42
Normes 50000 a 100000 Absence Absence | Absence | Absence dans 25 g 10
Fromage frais a germes totaux | Staphylococcus | Coliformes | Coliformes Salmonella
jour J+21 aureus fécaux
Résultats 48000 Absence Absence | Absence Absence 5
Normes 50000 a 100000 Absence Absence | Absence | Absence dans 25 g 10

~76 ~




Résultats et discussions

Tableau 11 : Qualité microbiologique du fromage avec huile essentielle de romarin a une concentration de 0,75 ml/kg de fromage

lait reconstitué germes totaux | Staphylococcus | Coliformes | Coliformes Salmonella Levures
(germes/ml) germes /ml aureus fécaux Moisissures
Résultats 150000 Absence Absence | Absence Absence 5
Normes 100000 a 300000 Absence 10 Absence | Absence dans 25 ml | 0 a maxi 10
Fromage frais a germes totaux | Staphylococcus | Coliformes | Coliformes Salmonella
jour J (germes /g) aureus fécaux
Résultats 81000 Absence Absence | Absence Absence 104
Normes 50000 a 100000 Absence Absence | Absence | Absence dans 25 g 10
Fromage frais a germes totaux | Staphylococcus | Coliformes | Coliformes Salmonella
jour J+7 (germes /gl) aureus fécaux
Résultats 76000 Absence Absence | Absence Absence 82
Normes 50000 a 100000 Absence Absence | Absence | Absence dans25g 10
Fromage frais a germes totaux | Staphylococcus | Coliformes | Coliformes Salmonella
jour J+14 (germes /g) aureus fécaux
Résultats 52000 Absence Absence | Absence Absence 30
Normes 50000 a 100000 Absence Absence | Absence | Absence dans 25 g 10
Fromage frais a germes totaux | Staphylococcus | Coliformes | Coliformes Salmonella
jour J+21 aureus fécaux
Résultats 46000 Absence Absence | Absence Absence 1
Normes 50000 & 100000 Absence Absence | Absence | Absence dans 25 g 10
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Tableau 12 : Qualité microbiologique du fromage avec huile essentielle de romarin a une concentration de 1ml/kg de fromage

lait reconstitué germes totaux | Staphylococcus | Coliformes | Coliformes Salmonella Levures
(germes/ml) germes /ml aureus fécaux Moisissures
Résultats 150000 Absence Absence | Absence Absence 5
Normes 100000 & 300000 Absence 10 Absence | Absence dans 25 ml | 0 a maxi 10
Fromage frais a germes totaux | Staphylococcus | Coliformes | Coliformes Salmonella
jour J (germes /g) aureus fécaux
Résultats 81800 Absence Absence | Absence Absence 102
Normes 50000 a 100000 Absence Absence | Absence | Absence dans 25g 10
Fromage frais a germes totaux | Staphylococcus | Coliformes | Coliformes Salmonella
jour J+7 (germes /gl) aureus fécaux
Résultats 76000 Absence Absence | Absence Absence 78
Normes 50000 a 100000 Absence Absence | Absence | Absence dans 25 g 10
Fromage frais a germes totaux | Staphylococcus | Coliformes | Coliformes Salmonella
jour J+14 (germes /g) aureus fécaux
Reésultats 52500 Absence Absence | Absence Absence 20
Normes 50000 a 100000 Absence Absence | Absence | Absence dans 25 g 10
Fromage frais a germes totaux | Staphylococcus | Coliformes | Coliformes Salmonella
jour J+21 aureus fécaux
résultats 41000 Absence Absence | Absence Absence 0
normes 50000 & 100000 Absence Absence | Absence | Absence dans 25 g 10

~ 78 ~




Résultats et discussions

Tableau 13:Qualité microbiologique du fromage avec huile essentielle de thym a une concentration de 0,25 ml/kg de fromage

lait reconstitué germes totaux Staphylococcus | Coliformes | Coliformes | Salmonella Levures
(germes/ml) germes /ml aureus fécaux Moisissures
résultats 150000 Absence Absence | Absence Absence 5
normes 100000 & 300000 Absence 10 Absence | Absence dans 25 ml | 0 a maxi 10
Fromage frais a germes totaux | Staphylococcus | Coliformes | Coliformes Salmonella
jour J (germes /g) aureus fécaux
résultats 78000 Absence Absence | Absence Absence 105
normes 50000 a 100000 Absence Absence | Absence | Absence dans 25 g 10
Fromage frais a germes totaux | Staphylococcus | Coliformes | Coliformes Salmonella
jour J+7 (germes /gl) aureus fécaux
résultats 71000 Absence Absence | Absence Absence 98
normes 50000 a 100000 Absence Absence | Absence | Absence dans 25 g 10
Fromage frais a germes totaux | Staphylococcus | Coliformes | Coliformes Salmonella
jour J+14 (germes /g) aureus fécaux
résultats 66000 Absence Absence | Absence Absence 69
normes 50000 a 100000 Absence Absence | Absence | Absence dans 25g 10
Fromage frais a germes totaux | Staphylococcus | Coliformes | Coliformes Salmonella
jour J+21 aureus fécaux
résultats 54500 Absence Absence | Absence Absence 37
normes 50000 a 100000 Absence Absence | Absence | Absence dans 25 g 10
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Tableau 14 : Qualité microbiologique du fromage avec huile essentielle de thym a une concentration de 0,5 ml/kg de fromage

lait reconstitué germes totaux | Staphylococcus | Coliformes | Coliformes Salmonella Levures
(germes/ml) germes /ml aureus fécaux Moisissures
résultats 150000 Absence Absence | Absence Absence 5
normes 100000 a 300000 Absence 10 Absence | Absence dans 25 ml | 0 a maxi 10
Fromage frais a germes totaux | Staphylococcus | Coliformes | Coliformes Salmonella
jour J (germes /g) aureus fécaux
résultats 76000 Absence Absence | Absence Absence 96
normes 50000 a 100000 Absence Absence | Absence | Absence dans 25g 10
Fromage frais a germes totaux | Staphylococcus | Coliformes | Coliformes Salmonella
jour J+7 (germes /gl) aureus fécaux
résultats 74800 Absence Absence | Absence Absence 80
normes 50000 a 100000 Absence Absence | Absence | Absence dans 25 g 10
Fromage frais a germes totaux | Staphylococcus | Coliformes | Coliformes Salmonella
jour J+14 (germes /g) aureus fécaux
résultats 67000 Absence Absence | Absence Absence 48
normes 50000 a 100000 Absence Absence | Absence | Absence dans 25 g 10
Fromage frais a germes totaux | Staphylococcus | Coliformes | Coliformes Salmonella
jour J+21 aureus fécaux
résultats 56000 Absence Absence | Absence Absence 22
normes 50000 & 100000 Absence Absence | Absence | Absence dans 25 g 10
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Tableau 15 : Qualité microbiologique du fromage avec huile essentielle de thym a une concentration de 0,75 ml/kg de fromage

lait reconstitué germes totaux | Staphylococcus | Coliformes | Coliformes Salmonella Levures
(germes/ml) germes /ml aureus fécaux Moisissures
résultats 150000 Absence Absence | Absence Absence 5
normes 100000 & 300000 Absence 10 Absence | Absence dans 25 ml | 0 a maxi 10
Fromage frais a germes totaux | Staphylococcus | Coliformes | Coliformes Salmonella
jour J (germes /g) aureus fécaux
résultats 74800 0 Absence | Absence Absence 88
normes 50000 a 100000 Absence Absence | Absence | Absence dans 25 g 10
Fromage frais a germes totaux | Staphylococcus | Coliformes | Coliformes Salmonella
jour J+7 (germes /gl) aureus fécaux
résultats 76000 Absence Absence | Absence Absence 65
normes 50000 a 100000 Absence Absence | Absence | Absence dans 25g 10
Fromage frais a germes totaux | Staphylococcus | Coliformes | Coliformes Salmonella
jour J+14 (germes /g) aureus fécaux
résultats 62500 Absence Absence | Absence Absence 32
normes 50000 a 100000 Absence Absence | Absence | Absence dans25g 10
Fromage frais a germes totaux | Staphylococcus | Coliformes | Coliformes Salmonella
jour J+21 aureus fécaux
résultats 58000 Absence Absence | Absence Absence 15
normes 50000 & 100000 Absence Absence | Absence | Absence dans 25 g 10
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Tableau 16 : Qualité microbiologique du fromage avec huile essentielle de thym a une concentration de 1 ml/kg de fromage

lait reconstitué germes totaux | Staphylococcus | Coliformes | Coliformes Salmonella Levures
(germes/ml) germes /ml aureus fécaux Moisissures
résultats 150000 Absence Absence | Absence Absence 5
normes 100000 a 300000 Absence 10 Absence | Absence dans 25 ml | 0 @ maxi 10
Fromage frais a germes totaux | Staphylococcus | Coliformes | Coliformes Salmonella
jour J (germes /g) aureus fécaux
résultats 72300 Absence Absence | Absence Absence 75
normes 50000 a 100000 Absence Absence | Absence | Absence dans 25 g 10
Fromage frais a germes totaux | Staphylococcus | Coliformes | Coliformes Salmonella
jour J+7 (germes /gl) aureus fécaux
résultats 76000 Absence Absence | Absence Absence 42
normes 50000 a 100000 Absence Absence | Absence | Absence dans 25 g 10
Fromage frais a germes totaux | Staphylococcus | Coliformes | Coliformes Salmonella
jour J+14 (germes /g) aureus fécaux
résultats 68000 Absence Absence | Absence Absence 18
normes 50000 a 100000 Absence Absence | Absence | Absence dans 25 g 10
Fromage frais a germes totaux | Staphylococcus | Coliformes | Coliformes Salmonella
jour J+21 Aureus fécaux
résultats 57000 Absence Absence | Absence Absence 3
normes 50000 a 100000 Absence Absence | Absence | Absence dans 25 g 10
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3. Analyse sensorielle des fromages retenus

Tableau 17 : Résultats de I'analyse sensorielle des fromages

retenus

(moyenne des résultats obtenus par rapport au jury de déqustation)

Fromage
Examen du Jury témoin Fromage avec Fromage avec
de dégustation
sans huile
essentielle Huile essentielle | Huile essentielle
du Romarin du Thym
dose 1ImI/KG dose 1ImI/KG
1/ Examen visuel
Aspect de la surface 6 6 6
Aspect du fromage 6,75 6 6,5
2/ Examen olfactif
Ardme 7 4 7,5
Intensité 6,5 4,5 7
3/ Examen gustatif
Saveur 7 5 7
Sensation 6,5 5 7
Appréciation générale/
10 6,63 5,08 6,83
Classement des
fromages /
Appréciation finale 2 3 1

L'analyse sensorielle a été établie pour les fromages ayant donnés les résultats escomptés : sur
le plan conservation soit a la dose d'incorporation des huiles essentielles a 1ml/kg
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1. Qualité physico-chimique et microbiologique du lait , du fromage préparé et suivi de
son évolution a la date limite de consommation

1.1 Qualité physico-chimique

La qualité d’un lait fromageable est déterminée par son aptitude a la transformation controlée

par certains criteres variables qui sont

e Sateneur en protéines représentée a 80% par les caseines

e Son équilibre minéral représenté par le rapport ca/p qui détermine la stabilité des
micelles des caséines nécessaire a I’obtention d’un rendement fromager controlé sans
perte des protéines au niveau du lactosérum dans 1’étape égouttage

« Desateneur en lactose nécessaire a la lacto-fermentation

o De sa flore naturelle nécessaire pour 1’acidification des laits pour leur coagulation
lactique dés fois complétée par un microbiote contrélé selon le besoin du fromager

e De sa flore microbienne pathogene et d’altération a maitriser par les traitements

physiques de la transformation

Des criteres stables standardisés préalablement pour 1’obtention des gras /sec (G/S) selon les
normes propres a chaque fromage ; critéres nécessaire a I’obtention des qualités sensorielles

escomptés

Dans notre essai de fabrication du fromage frais nous avons utilisé une poudre de lait low heat
¢’est-a-dire fromageére pour la préparation d’un lait reconstitué avec une composition physico-
chimique contrblée définie sur le tableau 7 propre aux laits pour la fabrication des fromages a

caillé lactique « le fromage frais »

Avec une teneur en masse protéique de 3,3% , une matiere grasse de 0,8% et un taux de

lactose de 4,7% et un équilibre minéral ca/p de 1,42

Cette maitrise initiale de la composition chimique de la matiére premiere « le lait » a donné un
fromage frais répondant aux criteres du codex Alimentarius « FAO/OMS. (1996). Codex
Alimentarius. N°A-6-1978 » du jour J au jour J+21 apres un semi-affinage (en conservation)
donnant lieu a des activités enzymatiques bactériennes par I’hydrolyse des protéines , de la

matiere grasse et du reste du lactose pour donner des composés aromatiques les acides gras
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libres et des peptides et des acides aminés augmentant la qualité nutritionnelle et fonctionnelle
du produit fini (onctuosité-texture) et sensation acide caractéristique aux fromages a caillé
lactique les fromages frais

En effet la matiére protéique a évolue de 3,3% sur le lait a 2,7% sur le fromage frais au jour J
, passant a 1,8% au jour J+21(voir figure 5).

Evolution de la matiéere protéique M.P %
du fromage préparé a la date limite de consommation J+21
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0
Jour ) Jour J+7 Jour J+14 Jour J+21
|—0—Matiére protéique M.P % 2,7 2,4 2,1 1,8

Figure 5 : Evolution de la matiere protéique M.P %du fromage préparé a la date limite
de consommation J+21

La matiére grasse contr6lée préalablement sur le lait a 0,8% , est passée a un taux de 6,7% sur
le fromage au jour J et enfin atteindre 5% au jour J+21

Le lactose nécessaire a la lactofermentation est passe de 4,7% sur le lait, a 1,8% au jour J et a
0,8% au jour J+21 sur le fromage frais

Pour le G/S ce rapport est passé de 31,90% au jour J jusqu’a un taux de 20,49% au
jour J+21 .Méme cas pour le rapport le Ca/p qui est passé de 1,77 au jour J a 2,16 au
jour J+21 .Tout cela concorde avec les normes de la fédération internationale du lait

« F.I.L » Référence ISO 707/ F.I.L octobre 2018 Normes définies pour les analyses
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microbiologiques et chimique des produits laitiers et ceux de la FAO/OMS. (1996).
Codex Alimentarius. N°A-6-1978.(voir figures 6 et 7).

Evolution du G/S %
du fromage préparé a la date limite de consommation J+21

35
X 25 <‘--‘--~0>
Q \
(U) 20 —
S
5 15
[}
S
[ 10

5

0

Jour) Jour J+7 Jour J+14 Jour J+21
|—o—G/s % 31,9 25,2 21,8 20,5

Figure 6 : Evolution du G/S % du fromage préparé a la date limite de consommation

J+21
Evolution du rapport Ca/p du fromage préparé a la date limite de
consommation J+21
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Figure 7 :Evolution du rapport Ca/p du fromage préparé a la date limite de
consommation J+21
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Evolution du PH

Le pH de la matiéere premiére « le lait » était de 6,78 avant la fermentation pour atteindre le
pH avoisinant I’isoélectrique au jour J soit 4,7 pour atteindre un pH de 4,2 au jour J+21 ;cette
maitrise du potentiel hydrogene témoigne du contréle de la flore lactique nécessaire a

I’obtention d’un caillé lactique sans post-acidification (Eck A et Gillis J.C. (2006))(voir figure

8).

Evolution du pH du fromage préparé a la date limite de
consommation J+21
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Figure 8: Evolution du pH du fromage préparé a la date limite de consommation J+21

Synthése des caractéristiques physico-chimiques de I’essai de fromage frais

L’essai de fromage frais est caractérisé (Tableau 7) par un pH faible (4,2 en moyenne), ce
qui témoigne de la présence d’une fermentation lactique active. La matiere séche totale
du fromage est (24,4%). Ce taux en matiére séche du fromage a conféré a celui-ci une
consistance lisse et ferme. Les deux constituants majeurs de cette matiere seche sont les
matieres grasses (en moyenne 5%) et les protéines (en moyenne 1,8%). Les autres

composants sont le lactose (en moyenne 0,8%) et les matiéres minérales (en moyenne 80
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mg/100 g pour le calcium et 37 mg/100 g de fromage pour le phosphore) . Tous nos
résultats concordent avec ceux déja établis dans ce sens de Jeantet R et al.,2017 ; Mahaut
et al., 2000 et Mietton, B., 1995.

1.2 Qualité microbiologique

Les fromageries travaillant au lait cru , au lait standardisé et au lait reconstitué procédent a
des analyses permettant de qualifier et quantifier les flores présentes. Ce sont des contréles
quotidiens qui ont une valeur légale. Ces analyses réalisees et interprétées chaque jour
permettent de mettre en évidence des problémes de qualité de lait & prendre en charge au
niveau de la transformation par 1’application des procédés adéquats a la maitrise de la

fabrication et a 1’obtention des produits finis conformes.

Dans notre cas , le lait reconstitué utilisé pasteurisé a basse température n’a pas présenté de
contaminant pathogene mais a présenté une flore totale pour un lait de classe A ne dépassant
pas les 150000 germes /ml mais avec une légere présence de la flore fongique d’altération des

levures et moisissures soit 5 germes/ ml

Le fromage frais comme tout autre produit fermenté est caractérisé par sa grande richesse en
micro-organismes. La flore mésophile aérobie totale est trés importante dans notre produit
témoin (85000 germes /g au jour J contre 72000 germes/g au jour J+21). La microbiologie du

fromage frais est principalement dominée par la flore lactique mésophile.

La flore fongique est présente dans le fromage témoin au jour J (110 germes/g ) contre
une multiplication pour atteindre au jour J+21 (410 germes/g).(voir figure 9). Cette
richesse est liée a une exposition prolongée du fromage frais a 1’air durant 1’égouttage,
ce qui favorise les contaminations par les spores de cette flore qui se developpe,
généralement bien, dans les produits fermentés. Ce développement excessive de cette
flore fongique rend impropre a la consommation notre fromage témoin tenant compte
des normes « F.I.L » Référence ISO 707/ F.1.L octobre 2018 Normes définies pour les
analyses microbiologiques et chimique des produits laitiers qui fixent la limite a 10

germes/g
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Evolution de la Flore d'altération fongique (levures et moisissures) sur
notre fromage témoin a la date limite de consommation J+21
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Figure 9 : Evolution de la Flore d'altération fongique (levures et moisissures) sur notre
fromage témoin a la date limite de consommation J+21

Le processus de fermentation favorise également la multiplication de certaines bactéries de
pollution, notamment les micro-organismes d’origine fécale Tels que les coliformes et les
entérocoques. Notre fromage ne contient aucun germe de cette catégorie tenant compte des
conditions d’hygiéne pratiquées dans le laboratoire pour la réussite du produit. La nature
acide du fromage frais n’est pas une garantie contre la présence des germes pathogenes
d’origine entérique (Salmonella) ou cutanée (Staphylococcus aureus) dans ce produit mais les
regles strictes prescrites par I’encadreur quant a I’utilisation des mesures d’hygiene (port de la
tenue réglémentaire , gant de manipulation et solution hydro-alcoolique ...) a évité et a paré a

tout risque de ce type

En effet, on note dans notre essai de fromage a matiere premiére « le lait » contr6lé, I’absence

des germes pathogénes (S. aureus; Salmonella)

La contamination du fromage frais par les germes pathogénes est souvent liée a
I’utilisation du lait cru pour la préparation de ce produit et au non - respect des regles
¢lémentaires d’hygiéne au cours de la fabrication et de la conservation pour éviter ces
aléas a la réussite de notre étude nous avons utilisé du lait reconstitué contr6lé d’une

part d’une manicre physico-chimique et d’autre part du co6té microbiologique pour
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I’atteinte des objectifs fixés a notre expérimentation (Srairi M. T et al., 2006 et Vignola
C. 2002) .

L’analyse microbiologique des échantillons de fromage frais préparés au laboratoire montre
une amélioration trés importante de la qualité hygiénique de ce produit par I’incorporation des
huiles essentielles extraites des plantes aromatiques et médicinales du romarin et du thym .
Les taux en flore totale mésophile trouvés sont, généralement, similaires sur les 02 fromages
avec huiles essentielles du Romarin et du Thym incorporées a des doses allant respectivement
de 0,25 ml- 0,5 ml - 0,75 ml et 1 ml / kg de fromage contre un nombre plus élevé sur notre
produit témoin sans huiles essentielles (tableaux 8).

La viabilité de notre flore totale mésophile témoigne ainsi la résistance de notre flore lactique
utilisée dans la transformation de notre lait en fromage contre I’action inhibitrice des huiles
essentielles constatées dans nos essais contre la flore fongique représentée par les levures —

moisissures

L’incorporation de I’huile essentielle du thym a des doses allant de 0,25 mi-0,5ml-0,75 ml et
1ml/Kg de fromage (tableaux 13, 14,15, et16)a donné ce qui suit comme action inhibitrice sur
la flore totale mésophile ; le dénombrement de la flore totale passe respectivement au jour J
de 78000 germes /g sur le fromage a 0,25 ml d’HE /kg contre 76000 germes/g sur le fromage
a 0,5 ml d’HE/kg , et 74800 germes/g pour le fromage a 0,75 ml d’HE/Kg et enfin 72300
germes/g pour le fromage a Iml d’HE/kg .La flore totale a ainsi diminué de I’ordre de 20 a
25% au jour J+21 pour les doses d’incorporation de I’huile essentielle de Thym de 0,25 ml a

Iml d’HE /kg de fromage

La flore fongique représentée par les levures-moisissures est presque complétement éradiquée
en utilisant I’huile de Thym au taux de 1ml d’HE/kg avec une présence de seulement de 3
germes /g au jour J+21 contre respectivement 15 -22 et 37 germes/g pour les fromages dosés
avec de I’HE aux doses respectives de 0,25-0,5 et 0,75 ml d’HE /kg de fromage(voir figure
10).
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Effet de I'incorporation de I'huile essentielle de Thym sur la flore
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m Dose 0,75 ml /kg 88 65 32 15
M Dose 1ml/kg 75 42 18 3

Figure 10 : Effet de I'incorporation de I'huile essentielle de Thym sur la flore
d'altération fongique a la date limite de consommation J+21

L’huile essentielle de Romarin a donné les résultats attendus en inhibant a large spectre la
flore fongique ; en effet le nombre de levures-moisissures (tableaux 9,10,11,et12.) passe de 15
germes a 5 germes , a 1 germe et 0 germe/g du jour J au jour J+21 pour les doses respectives
de 0,25 ml-0,5ml-0,75 ml et Iml d’HE/kg de fromage (voir figure 11).
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Effet de l'incorporation de I'huile essentielle de Romarin sur la flore
d'altération fongique a la date limite de consommation J+21
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Dose 0,75 ml/kg 104 82 30 1
M Dose 1 ml/kg 102 78 20 0

Figure 11 : Effet de I'incorporation de I'huile essentielle de Romarin sur la flore
d'altération fongique a la date limite de consommation J+21

Avec I’huile essentielle de Romarin la flore totale est toujours viable mais touchée de 20 a
40% au jour J+21 par une diminution de 1’ordre de 58000 germes/g pour la dose de 0,25 ml
d’HE/kg a 41000 germes/g pour la dose de 1ml d’HE/kg de fromage contre 72000 germes/g

pour le fromage frais témoin sans huile essentielle
Synthése des caractéristiques microbiologiques de nos essais

Les huiles essentielles ont un spectre d’action tres large puisqu’elles inhibent aussi bien la
croissance des bactéries que celles des moisissures et des levures. Leur activité
antimicrobienne est principalement fonction de leur composition chimique, et en particulier
de la nature de leurs composés volatils majeurs. Elles agissent en empéchant la multiplication
des bactéries, leur sporulation et la synthese de leurs toxines. Pour les levures, elles agissent
sur la biomasse et la production des pseudomycelium alors qu’elles inhibent la germination
des spores, I’élongation du mycélium, la sporulation et la production de toxines chez les

moisissures (Hilmarsson Fernandez., 2011).
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2- Analyse sensorielle des fromages retenus

La comparaison des échantillons de fromage frais fabriqués au laboratoire en incorporant des
doses létales (1ml d’HE /kg de fromage) de 02 huiles essentielles aromatiques contre les

flores pathogénes et d’altération, montre que de point de vue qualité sensorielle:

- Les échantillons de fromage ont obtenu respectivement une appréciation genérale /10 de
6,83/10 pour le fromage dosé a Iml d’HE de Thym/ kg et une note de 5,08/10 pour le fromage
dosé¢ a Iml d’HE de Romarin/ kg et enfin une note de 6,63 /10 pour le fromage témoin sans

huile essentielle (Tableau 17)

La qualité organoleptique de nos essais de fromages testés par le jury de dégustation sur un
ensemble de caractéres, est cotée bonne pour le fromage a base d’huile essentielle de Thym ,
assez bonne pour le fromage témoin sans huile essentielle et passable pour le fromage a base

de I’huile essentielle de Romarin. Les résultats indiquent une différence significative.

L’analyse sensorielle a donné ce qui suit comme résultats :

o L’examen visuel

Tous les échantillons de fromage ont eu une note de 6/10 pour 1’état de la surface du produit

fini

Une note de 6,75/10 pour I’aspect de la pate du fromage frais témoin contre 6,5/10 pour celui
a base de ’HE de Thym et 6/10 pour le fromage a base de I’HE de Romarin

e L’examen olfactif

Une note de 7,5/10 pour le caractere aromatique du thym et son fromage contre 7/10 pour le

témoin et 4/10 pour celui dosé avec 1’huile essentielle de Romarin

Une note de 7/10 pour I’intensité aromatique du fromage a base de I’HE de thym par rapport a

6,5/10 pour le témoin et enfin 4 ,5/10 pour celui fait avec de I’'HE de Romarin
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o L’examen gustatif

Une note respective de 7/10 pour la saveur -sensation apportées par I’HE de Thym au fromage
frais contre 7/10 (saveur) et 6,5/10 (sensation) pour le fromage témoin et enfin 5/10 pour la

saveur-sensation du fromage a base de ’HE du Romarin.
N.B : Voir fiche d’analyse sensorielle comparative des fromages en annexes

D’aprés le suivi (microbiologique, physicochimique et organoleptique) et en adéquation avec
Gillis JC. (2006), il apparait que le fromage fabriqué a partir de I’incorporation de I’huile
essentielle de Thym a 1ml/kg et avec microbiote initial sélectionné contrélé de souches

mésophiles composés essentiellement de Lactococcus présente des qualités supérieures
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Conclusion et Perspectives

Les résultats obtenus lors de cette étude, indiquent d une fagon nette, que I’adoption d’un processus
de fabrication simple et controlée pour la préparation du fromage frais a permis d’une part de
réduire les variations habituelles de composition physico-chimique du fromage , d’éviter les
contaminations souvent massives de ce produit par les différents germes de pollution et d’obtenir
un produit salubre conforme aux normes microbiologies internationales. D’autre part, I’utilisation
de certains levains sélectionnés pour ’acidification des laits, la maturation des caillés fromagers
lactiques et I’utilisation des bio-conservateurs a base d’huiles essentielles de plantes aromatiques
aboutit a ’obtention de produits de qualité sensorielle supérieure et avec une date limite de

consommation prolongée.

En effet notre étude a montré que la réussite d’un produit laitier et plus précisement un fromage
passe par la maitrise de la matiére premiere en utilisant dans notre cas une poudre de lait pour la
préparation de notre connaissant sa valeur marchande soit ses propriétés fonctionnelles et sa qualité

microbiologique.

Cette démarche nous a permis de connaitre notre flore initiale naturelle et technologique ainsi que
celle d’altération et dans le cadre de notre problématique nous avons déterminé en respectant les
normes des additifs alimentaires naturelles incorporés des huiles essentielles avec des doses
d’inhibition et létales nécessaires a 1’augmentation de la date limite de conservation de nos
¢chantillons de fromages frais treés sensibles a ’altération fongique par I’activité d’eau €lévée dans

ces produits de type fermenté a caillé lactique

Nos essais ont donné par rapport au témoin les résultats de la préparation faite avec I’huile
essentielle de Romarin qui a un spectre large d’inhibition contre la flore fongique par rapport a
celle faite avec I’huile essentielle de Thym qui a inhibé majoritairement les levures-moisissures

ramenés initialement par la matiére premiere a multiplication rapide sur les produits fermentés
le suivi microbiologique, physicochimique et organoleptique a sélectionné le fromage
fabriqué a partir de I’incorporation de I’huile essentielle de Thym a 1ml/kg et avec microbiote
initial sélectionné de souches mésophiles composes essentiellement de Lactococcus comme
produit fini semi-affiné ayant des qualites supérieures appréciables pour une éventuelle

application a échelle industrielle contrélée.
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Les récentes études, pratiquées sur plus d’une centaine d’huiles essentielles et de composés

d’arome (dont ceux de Caillet et al., 2007 ;Hilmarsson ., 2011 ; Oussalah et al ,2007) ont permis de

sélectionner une trentaine d’huiles dirigées spécifiquement

contre les flores d’altération et pathogenes les plus répandues et les plus couramment trouvées
dans les aliments. Parmi les huiles testées certaines sont extraites d’herbes et épices d’usage
commun en cuisine (thym, coriandre, romarin...)

En perspectives :

e |IL convient de déterminer en mélange des 02 huiles essentielles connaitre leur seuil
d’efficacité (c’est a dire la plus faible concentration en huile capable d’inhiber les flores

d’altération des fromages frais) sans altérer la qualité organoleptique du produit fini.

o Déterminer les propriétés antioxydantes, et antiradicalaires qui améliorent la durée de vie

de nos produits alimentaires et en particuliers nos produits laitiers
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Milieu Chapman

Annexe A

Ingrédients Quantités (g /L)
Extrait de viande 1
Peptone 10
Ma Cl 73
Mannitol 10
Rouge de phénol 0.025
Gélose 15

pH=7.4, Autoclave a 120°C/15 min.

Milieu Sabouraud

Ingrédients Quantités (g /L)
Extrait de levure 5
glucose 20
chloramphénicol 0.1
Agar 11

pH=6.4, Autoclave & 120°C/15 min.

Milieu PCA

Ingrédients Quantités [g /1)
Peptone 5
Extrait de levure 2.25
Glucose 1
Agar 15

pH=7.2, Autoclaver a 120°C/15 min.

Milieu BCPL

Ingrédients Quantités (g /L)
Peptone 5
Extrait de viande 3
Lactose 10
Pourpre de bromocrésol 10.25
Gélose 15

pH=7, Autoclave a 120°C/20 min.
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Annexe A

Milieu Hektoen :

Composition La guantité pour 1L
-Proteose-peptone 125
-Lactose 12g
-Extrait de levure 3g
-Sels biliaires Og
-Saccharose 125
-Chlomure de sodium 3g
-Salicine 2g
-Thiosulfate de sodium Sg
-Citrate de fer ammoniacal l.3g
-Fushine acide 0.1g
-Bleu de bromothymol 0.065g
-Gélose g
pH 7.5 +-02
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Annexe B

Ci-joint le dispositif utilisé pour la récupération des huiles essentielles (de Thym et du
Romarin) utilisé par le laboratoire de synthése pétrochimique « du département de Génie des

procédés chimiques et pharmaceutiques de ’universit¢ M’hamed BOUGARA de
BOUMERDES

Extraction des huiles essentielles

Le matériel veégétal séché est soumis a une hydrodistillation au moyen d’un dispositif
d’extraction type Clevenger (Figure). Cette technique se base sur le pouvoir que posseéde la vapeur
d’eau a transporter les huiles essentielles. L’opération consiste a introduire 100 g de masse végétale
séchée dans un grand ballon en verre, on y ajoute une quantité suffisante d’eau distillée sans pour
autant remplir le ballon pour éviter les débordements de 1’¢bullition. Le mélange est porté a
ébullition a 1’aide d’un chauffe ballon. Les vapeurs chargées d’huile essentielle passent a travers le
tube vertical puis dans le serpentin de refroidissement ou aura lieu la condensation. Les gouttelettes
ainsi produites s’accumulent dans le tube rempli auparavant d’eau distillée. L’huile essentielle de
faible densité par rapport & I’eau, surnage a la surface de cette derniére. L huile ainsi obtenue est
récupérée puis traitée par un déshydratant, le sulfate de sodium, pour éliminer le peu d’eau
susceptible d’avoir été retenue dans 1’huile et enfin conservée dans des flacons opaques bien scellés
a température basse (4-5 C°). L’opération d’extraction dure trois heures a partir du début

d’ébullition.
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Annexe B
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Annexe C

Fiche d’analyse sensorielle comparative des fromages (F.1.L 2018) Date :
Nom du dégustatateur :  Fonction : Lieu :
type du fromage :
Examen Nom du | Points a | Vocabulaire
produit examiner
1/ Visuel Etat de la | Surface :lisse, seche, humide
surface Couleur :blanche,créme,jaune
Pate Elasticité :Souple,ferme,cassante
Homogénéité :homogene,crevasse
2/ Olfactif Ardmes Lactique : lait frais, naturel,
Autres :diacétyl,fermenté,synthétique
Intensité Forte,fade,typée,piquante
3/ Gustatif Saveurs Description de la saveur : Sucrée,acide,salée,amer
Descriptiondes
sensations :Douceur,piquant,crémeux,fondant,onctueux
Description de la finale bouche :Agréable, trés
typique,riche en ardbme,intense et persistante,plutét
courte

Observation aux dégustateurs : Mettre une croix sur |'appréciation (vocabulaire) accordée
au produit dégusté

Note d’appréciation sur 10 points : a noter sur la base des résultats formulés par les
dégustateurs

A/Etat de la Surface :

Surface /lisse : 1,5 , séche : 0, humide : 0,25

Couleur / blanche : 1 , créeme : 0,5, jaune : 0

B/ Péte :

Elasticité/ Souple :1, ferme : 0,25, cassante : 0

Homogénéité/ homogene :1, crevasse : 0

C/ Arémes :

Lactique / lait frais :1, naturel : 0,5

Autres/ diacétyl : 1, fermenté : 0,5, synthétique :0

Intensité/ forte : 0,25, fade : 0, typée : 1 ,piquante : 0

D/ Saveurs :

Description de la Saveur /Sucrée : 0, acide : 0,5, salée :0, amer :0
Description des sensations / Douceur : 1, crémeux: 0,5, piquant : 0, fondant : 0,15 ,onctueux : 0,25

Description de la finale a la bouche / Agréable : 1, trés typique : 0,5 ,riche en aréme : 0,25, intense et persistance : 0,15,
plutot courte : 0
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FICHE DE DONNEES DE SECURITE

(Réglement REACH (CE) n® 1907/2005 - n® 4532010)

SECTION 1 : IDENTIFICATION DE LA SUBSTANCE/DU MELANGE ET DE LA SOCIETE/L'ENTREPRISE

1.1, Mentificateur de produit
Nom du produit : ASEPTANIOS QXY +
Code du produit : 2121000
1.2 Wilisations idemtifides pertinentes de la substance ou du mdélange ot utiisations déconseillées
Désinfection par voie adrienne.
Pour plus d'information swr Mindicatsion du prodult, se rdfdrer & Métiguatte.
1.3, Renseignements concemant be founisseur de la fiche de donndes de sécurité
Raison Sodake - Laborancires ANIOS.
Adresse : PAVE DU MOULIN .59260.LLLE - HELLEMME S FRANCE.
Tédphone : + 33 (D)3 20 67 ET67. Fax: + 33 (0)3 20 67 &7 68.
e:mad : fdsgDanios.com
WwWw_anios com
1.4, Numdro d'appel d'wgence : + 33(0)1 45 42 59 55,
Socid/Organisme - INRS.

SECTION 2 : IDENTIFICATION DES DANGERS
2.1. Classification de la substance ou du mélange

Conformément au réglement (CE) n* 1272/2008 ot ses adaptations.
Iritasion odtande, Catdgorie 2 (Skin k. 2, H315).
Inriasion oculaire, Catégorse 2 (Eye Ik 2, H319).
Ce mélange na présanta pas de danger physique. Voir les prdconisations concomant les autres prodults pedsents dans le local
Ca mélange ne présante pas de danger pour Mervironnement. Aucune aseinla A fenvironnament nest connue ou prévisible dans les conditions
nomales dusiisation.
Conformément aux directives 67/548/CEE, 19904 5/CE of hurs adaptations.
Irriasion outande (X, R 38).
Irrisagion oculaire (Xi, R 35).
Ca mélange ne présante pas da danger physique. Voir les peéconisations concamant les autres produlls prdsants dans la local
Ca mélange ne présante pas da danger pour lervironnement. Aucune atieinte & lenvironnemant n'est connue ou privisible dans les conditions

nomales dullisation

22, Eldmants d dtiquetage

Conformdment au réglement (CE) n* 127212008 ot ses adaptations.
Pictogrammas de danger -

GHS07

Mention Taversssement :
ATTENTION
Mentiors de danger el inflormations addionnalies sur les dangers -
H315 Provogue une iration cutande.
H31% Provogue une sévire iritation des yous.
Consels de prudence - Gandraux ©
Pi02 Tenir hors de portde dos endants.

Consels de prudence - Prévantion :
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