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Nom et prénom : Sayaf Widad ; Mihoubi Khadidja

Théme : Effet des extraits de Genévrier de Phénicie (Juniperus phoenicea) incorporés
dans le fromage blanc réfrigéré sur la croissance de Listeria innocua.

Résumé

Le présent travail a permis 1’effet des extractions de Juniperus phoenicea (huille et
extrait ethanolique) sur la croissance de Listeria innocua inoculées dans le fromage blanc
durant son stockage réfrigére a 4°C pondant 5 joure. Le rendement en huile essentielle des
parties aériennes de J. phoenicea était de 0,4 % (m/m) et le rendement en extrait éthanolique
des parties aériennes de J. phoenicea était de 1,83 % (m/m). De plus, les résultats de
dénombrement des germes pathogeénes dans le fromage blanc traité par ’extrait de la
Genévrier Phénicie montrent une activité modérée de ’extrait éthanolique de J. Phoenicea
sur la croissance des bactéries Listeria innocua durant la période de conservation a 4 °C, par
rapport au témoin. Les résultats du pH ont montré une fluctuation des valeurs de pH dans les
groupes traités et inoculés par la souche. Bien que la souche testée n'aient pas été
complétement inhibées, les échantillons traités avec 0,5% des émulsions d'huiles essentielles
ont généralement réduit la croissance de cet agent pathogene plus que les échantillons traités
avec 0,5% des solutions d'extraction a I'éthanol, L’étude présente un grand intérét pour
I’industrie agroalimentaire car elle met en évidence les avantages potentiels de l'utilisation
des extraction J. Phoenicea comme antimicrobien naturel dans les produits fromagers pour
controler les agents pathogénes d’origine alimentaire et améliorer la qualité¢ des produits.
Mots-clés : Huile essentielle ; Extrait éthanolique ; Juniperus phoenicea ; Listeria innocua ;

Fromage blanc
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Theme: Effect of Phoenician Juniper (Juniperus phoenicea) extracts incorporated into

refrigerated cottage white cheese on the growth of Listeria innocua.

Abstract

This work makes it possible to study the effect of Juniperus phoenicea extractions (oil
and ethanolic extract) on the growth of Listeria innocua inoculated into white cheese during
its refrigerated storage at 4°C for 5 days. The yield of essential oil from the aerial parts of J.
phoenicea was 0.4% (m/m) and the yield of ethanolic extract from the aerial parts of J.
phoenicea was 1.83% (m/m). In addition, the results of counting pathogenic germs in fromage
blanc treated with the Phoenicia Juniper extract show a moderate activity of the ethanolic
extract of J. Phoenicea on the growth of Listeria innocua bacteria during the storage period at
4 °C, relative to the control. The pH results showed fluctuating pH values in the strain-treated
and inoculated groups. Although the strain tested was not completely inhibited, samples
treated with 0.5% essential oil emulsions generally reduced the growth of this pathogen more
than samples treated with 0.5% essential oil solutions. Ethanol extraction, The study is of
great interest to the food industry as it highlights the potential benefits of using J. phoenicea
extractions as a natural antimicrobial in cheese products to control source pathogens food and
improve product quality.

Keywords: Essential oil; Ethanolic extract; Juniperus phoenicea; Listeria innocua;

white cheese
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[Introduction]

Introduction

Le lait est un milieu biologique fortement altéré par les micro-organismes en raison de
sa forte teneur en eau, de son pH proche de la neutralité et de sa richesse en composants
biodégradables (lactose, protéines et lipides) (Huyghebaert, 2006).

Les produits traditionnels font partie du patrimoine national de chaque pays. Ces
aliments comprennent les fromages traditionnels (Aissaoui Zitounet et al., 2011). Les
fromages ont une histoire riche, ils sont traditionnellement fabriqués selon des procédés
séculaires. Les fromages naturels ont toujours été un choix essentiel dans l'alimentation
humaine surtout dans la population rurale. En Algérie, au moins dix fromages traditionnels
sont produits, dont la plupart entrent dans la catégorie des fromages frais, les plus connus ne
sont que ceux nommeés "jben" et "Klila" (Hallel, 2001).

La contamination est souvent causée par des micro-organismes nocifs ou des
contaminants chimiques qui peuvent entrainer une intoxication alimentaire aux conséquences
graves. Outre les virus et les parasites, les bactéries sont les micro-organismes le plus
incriminé pour la santé humaine. Son traitement régulier avec des agents antibactériens
chimiques conduit a la sélection de souches résistantes (Lalami, 2013), le fromage est un
aliment tres sensible a la contamination par des micro-organismes pathogenes et d'altération,
ce qui peut entrainer une diminution de sa durée de conservation et entrainer de graves risques
pour la santé des consommateurs (Gouvea et al., 2017).

Le genre Listeria spp est maintenant bien connu, notamment pour sa forme pathogéne,
Listeria monocytogenes. Elle est considérée comme émergente (Pagan et al., 1997).
L.monocytogenes a été recherchée dans le cadre de l'auto-examen analytique obligatoire, car
elle peut étre a Il'origine d'intoxications alimentaires graves. Les produits transformés préts a
consommer, y compris les fromages au lait cru, présentent un intérét particulier. La listériose
est une infection alimentaire grave associée a la consommation d'aliments contaminés et
représente un réel risque sanitaire compte tenu du taux de mortalité élevé (x 30 %) des
personnes infectées. (Kaismoune, 2009).

Les chercheurs et les scientifiques expérimentent déja des produits naturels pour
trouver des alternatives efficaces et faciles a utiliser, qui connaissent un regain d'intérét et de
popularité, ces produits naturels sont trouvés dans les plantes. (LALAMI, 2013).

Les huiles essentielles sont I'un des produits naturels les plus importants des plantes en
raison de leurs diverses propriétés biologiques medicinales (Elshafie et al., 2015). L'industrie

alimentaire utilise des huiles essentielles pour rehausser le godt, la saveur et la couleur des
Mihoubi et Sayaf (2022)
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[Introduction]

aliments. Mais au cours des dernieres années, l'intérét pour le remplacement des additifs
synthétiques par des substances naturelles comme bio-conservateurs, tels que les extraits bruts
et les huiles essentielles efficaces et non toxiques, s'est developpé (Amatiste et al, 2014).
Diverses études se sont concentrées sur l'application d'extraits de plantes et d'huiles
essentielles, y compris les composés phénoliques antimicrobiens dans les produits fromagers.
(Linetal, 2019 ; Tayel et al, 2015, Kavas et al, 2015 ; Maia et al, 2019).

Le Genévrier de Phénicie (Juniperus phoenicea) est une herbe populaire appartenant a
la famille des Cupressacees, et ses extraits (essentiels et bruts) ont été utilisés en médecine
comme anti-inflammatoire, antibactérien, antifongique, antiseptique et diurétique.

La sélection de cette plante est choisie par le fait qu’elle est parmi les plantes
médicinales les plus populaires utilisées dans la région rurale, Cette plante medicinale plus
intéressante dans le domaine de médecine traditionnelle et celui de culinaire et aussi leurs
huiles essentielles dans les industries alimentaires, pharmaceutiques et cosmétiques.
(Ouelbani et al., 2016).

Notre objectif consiste a étudier ’effet des extraits (extrait éthanolique et huile
essentielle) de Genévrier de Phénicie (Juniperus phoenicea) comme inhibiteur Listeria
innocua dans le fromage blanc (jben) réfrigéré a fin d'utilise ces extraits comme alternative de
conservation.

Pour réaliser cette étude nous avons adopté deux parties :
- La premiére partie se compose une étude bibliographique avec trois chapitres
- La deuxiéme partie présente la partie pratique et nous avons terminé avec une

conclusion et perspectives.
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Partie | : Etude bibliographique

Chapitre 01 : Généralité sur le fromage

1. Laitcru

1.1.Définition

Le lait apparait pour un ruisselant opaque, bléme mat, surtout moins brun conformément
sa teneur en [B-caroténes et en section grasse. Il a une fragrance peu exprimee simplement

reconnaissable (Cniel, 2006).

Le lait est un débours nourricier la-dedans les nations humains, vitale la-dedans le
nouveau-né, pour il s’avere extrémement caritatif la-dedans 1’adulte. Il constitue une
truanderie opportune pour la croissance de nombreux micro-organismes, en distinctif les
bactéries pathogénes (Chye et al., 2004). Le lait quand signe de I’espéce animale

d’¢élaboration correspond au lait de vache (Larpent et al., 1997).

1.2.Composition du lait

Le lait contient des nutriments essentiels et est une source importante d'énergie
alimentaire, de protéines de haute qualité et de matiéres grasses. Le lait peut apporter une
contribution significative aux besoins nutritionnels recommandés en calcium, magnésium,
sélénium, riboflavine, vitamine B12 et acide pantothénique. Le lait et les produits laitiers sont
des aliments nutritifs et leur consommation permet de diversifier les régimes a base de
plantes. Le lait d’origine animal peut jouer un réle important dans l'alimentation des enfants
dans les populations ne bénéficiant que d’un tres faible apport en lipides et ayant un acces

limité aux autres aliments d'origine animale (FAO ; 2017).
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Tableau N°01 : Composition moyenne du lait de différentes espéces animales (Vignola et

al.,2002)

Animaux Eau Matiére Protéines Glucides Minéraux
(%) grasse (%) (%) (%0) (%)

Vache 87.5 3.7 3.2 4.6 0.8

Cheévre 87.0 3.8 2.9 4.4 0.9

Brebis 81.5 7.4 5.3 4.8 1.0

Chamelle 87.6 5.4 3.0 3.3 0.7

Jument 88.9 1.9 2.5 6.2 0.5

1.3.Caractéristiques physico-chimiques du lait

e Densité
Elle oscille chez 1,028 et 1,034. Elle doit appartenir abbesse ou égale a 1,028 a 20°C.

La densité des laits de grosse réunion des laiteries est de 1,032 a 20°C. La concision
des laits écrémés est abbesse a 1,035 (Vierling, 2008).

e Acidité de titration ou animosité Dornic

Le mouillage du lait provoque une pacification de son animosité qui se situe
usuellement chez 15 et 18°D pendant un lait frais (AFNOR, 1986).

e Point de congélation

Le point de congélation du lait est I’une de ses caractéristiques physiques la mieux
constante. Sa colit norme, si 1’on considére des productions individuelles de vache, se situe

chez -0,54 °C et —0,55°C.

Le point de congélation du lait est amabile subalterne a guila-la de I’eau également la
présence de solides solubilisés abaisse le point de congélation. Il peut différer de -0,530°C a -
0,575°C pour une norme a -0,555°C. (Mathieu, 1998).
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e pH

Le pH du lait n’est pas un codt constant, il est de I’ordre de 6,6 et 6.8; il peut différer
au cours du cycle de gastronomie et sous 1’appropriation de I’alimentation. Le pH permet de

déterminer le vieillissement du lait (Vetier et al., 2000 in Beka, 2011).

1.4.Microflore de lait

Le lait est un aliment privilégié : il contient des matieres grasses, du lactose, des
protéines, des sels minéraux, des vitamines et 87 % d'eau. Son pH est de 6,7. Ce sera un
substrat tres favorable au développement des micro-organismes. Le lait est utilisé sous de
nombreuses formes et est une matiére premiere pour de nombreux aliments. (Guiraud, J. P,
2003).

Le lait contenu dans les cellules mammaires est stérile (Tolle, 1980), mais le sein, la
peau du sein, le matériel de traite, la literie, la qualité de I'air et les pratiques des éleveurs sont
des sources de contamination (Ménard et al., 2004). Le lait cru peut étre contaminé par
divers micro-organismes avant, pendant et apres la traite ; selon Betsi et al. (1997) ils peuvent

étre divisés en la flore suivante :

a) Flore originelle

Lorsque le lait provient d'un instinctuelle fastueux et qu'il est prélevé pour des
modalités aseptiques, il devrait admettre moins de 5000 UFC/mL (Vignola et al.,2002).

Il s'agit spécialement de germes saprophytes du pis et des canaux galactophores :
microcoques néanmoins aussi streptocoques lactiques (Lactococcus) et lactobacilles. Le
lait cru est protégé contre les bactéries par des substances inhibitrices appelées «
lacténines » néanmoins leur gravité est de extrémement rapide durée (1 heure environ) et
n’ont annulé graviter prédicatif sur la désignation du lait et sur sa production (Sutherland
et Varnam,2001).
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Tableau N°02 : Flore originelle du lait cru (Vignola et al.,2002)

Microorganismes Pourcentage (%)
Micrococcus 30-90
Lactobacillus 10-30
Streptococcus ou Lactococcus <10
Gram négatif <10

b) Flore pathogéne

Cette flore est I’ensemble des microorganismes infectant le lait, du patient jusqu’a la
consommation. Elle peut se noter d’une pousse d’altération, qui causera des défauts sensoriels
Ou qui réduira I’étape de conservation des produits, et d’une pousse pathogéne dangereuse du

bilan de vue sanitaire (Vignola, 2002).
Le lait se contamine par des microbes d’centres diverses :

e Féces et peaux de P’animal : Coliformes, Clostridies, et auxiliairement des
Entérobactéries pathogénes (salmonella).

e Sol : Streptomyces, bactéries sporulées, spores fungiques, listéria.

e Litiére et aliments : flore banale variée, en particulier, Lactobacilles, Clostridium
butyriques (Ensilages).

e Air et eau : flore diverse léser pseudomonas, germes sporulés, etc.

e Equipements de contrainte et de confiscation du lait : flore lactique, microcoque,
Lactobacilles, Streptocoques, Leuconostoc, levure, cette flore sera fréquemment
particuliére d’une aciérie a une autre.

e Manipulateurs : Staphylocoques pendant lequel le cas de contrainte manuelle.

e Vecteurs divers : insectes en particulier, pousse de corruption fécale (GUIRAUD,
1998).

c¢) Flore psychrotrophe
Ce sont essentiellement : Acinetobacter, Clostridium, Pseudomonas et Flavobacterium

qui se developpent a des températures comprises entre 3 et 7°. Par conséquent, L.
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monocytogenes qui est capable de se reproduire a des températures comprises entre 0°C et

10°C est considéré comme psychrophile (Rosset, 2001).

1.5.Comparaison entre le lait de vache et de chévre

Le lait de vache et le lait de chévre entiers sont quasiment identiques en termes de

composition nutritionnelle :

Tableau N°03 : Composition comparée de lait de vache et de chévre d’apres (lglesias, A.

2018).
Lait de vache entier (100 ml) Lait de chevre entier (100
ml)
Protéines (en g) 3,3 3,4
Glucides (en g) 4,8 4,4
Lipides (en Q) 3 2,9
Calcium (en mg) 120 120
Calories 55 55

"Les deux laits contiennent également la méme quantité de vitamines et minéraux. Seul
I’apport en vitamine B12 différe ; le lait de vache en contient beaucoup plus que le lait de
chévre. Mais cela n’a pas d’importance car en France, il est rare d’avoir des carences en

vitamine B12", explique notre nutritionniste (Iglesias, A. 2018).

La différence notable entre ces deux laits réside dans le goQt. Le go(t du lait de chévre
est plus marqué que celui du lait de vache. "On trouve le lait de chévre plus fort en go(t parce
qu’on a aussi plus I’habitude de consommer du lait de vache", fait remarquer Audrey Aveaux

(Iglesias, A. 2018).
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2. Fromage
2.1.Définition

Le fromage, selon la norme Codex, 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 : caséines ne dépasse pas celui du lait. On obtient le fromage par coagulation
compléte ou partielle du lait grace a l'action de la présure ou d'autres agents coagulants
appropriés et par égouttage partiel du lactoserum résultant de cette coagulation ; on peut aussi
faire appel a des techniques de fabrication entrainant la coagulation du lait de maniére a
obtenir un produit fini ayant des caractéristiques physiques, chimiques et sensorielles

similaires (Vignola, 2002).

2.2.Fabrication du fromage

La fabrication des laits fermentés est simple. Le lait est ensemencé et incubé : il n'y a
pas d'égouttage ni d'affinage et la conservation se fait au froid.

La fabrication des fromages est plus ou moins complexe. lls subissent des opérations

diverses en fonction du type de fromage souhaité :

e Egouttage : aprés le caillage, I'égouttage peut étre spontané, amélioré par

pressage, par découpage, brassage, filtration, centrifugation, etc. ;

e Salage : il est frequent et peut étre réalisé en surface ou dans la masse ; il modifie
les conditions d'égouttage, assure une sélection de la flore en favorisant les
halophiles et il est défavorable a la plupart des germes pathogenes ;

e Cuisson : elle modifie les caractéres de la pate et assure une sélection de la flore
thermoreésistante. Le chauffage réalisé pendant le brassage du caillé est
relativement modéré (15 a 60 minutes a 52- 55°C), ce qui permet a des germes

non sporulés de résister ;

e Lavage de la crodte : il permet I'implantation en surface d'une flore spécifique
des « fromages a cro(te lavée », en empéchant ou en ralentissant celle des
moisissures ;
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e Piquage, enrobage : ils permettent de modifier les conditions d'aération et
d'orienter le développement de la flore, soit vers les microorganismes aérobies ou

aéro-anaérobies, soit vers les anaérobies.

e Affinage : il est plus ou moins long et consiste en une lente action exercée par les
enzymes microbiennes, mais aussi par la présure et les enzymes. Au cours de
I'affinage, il y a dégradation plus ou moins poussée de la caséine mais aussi des
matieres grasses. L'oxygene, I'humidité et la de lait. Température d'entreposage
jouent un grand role. Certains fromages subissent un étuvage (Guiraud, J. P.
2003).

2.3.Classification des fromages

Il existe au monde une multitude de facons de classer les fromages. On peut dire
qu‘il y a huit classes de fromages : extradurs, a pate pilée, a pate dure, a pate ferme, a pate
molle moisie intérieurement, a pate molle et crodte lavée, a pate molle et crolte moisie, a
pate fraiche (Gincul & lIsac, M.2010).
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Tableau N°04 : la classification des fromages en fonctions des différents types de

coagulations et d’égouttages (Vignola, 2002).

Classification suivant le type de coagulation

Techniques Caracteristiques de la
caillebotte
Caillé lactique e Faible quantité de présure | o Riche en eau, pauvre en
e Température de calcium
coagulation de 18-28°C e Faible cohésion
e Temps de coagulation e Durée de conservation
entre 4 et 20h pH de limitée
décaillage 4,6-5,0
Caillé présure e Forte quantité de présure e Egouttée, riche en calcium
e Température de e Elastique et souple
coagulation de 30 a40°C | ¢ Apte a I'affinage
Temps de coagulation
entre 20 et 60 mn
e pH de décaillage 6,0 4 6,7

Classification suivant le type d’égouttage

Techniques Caractéristiques du fromage
Egouttage lent e Mise en moule avec ou e Richeeneau
sans coupage e Petit format Conservation
e Séparation de sérum par limitée a quelques
filtration, ultra filtration ou semaines
centrifugation e Texture friable ou
moelleuse
Pate pressée (non cuite) e Décaillage, brassage du e Humidité intermédiaire
caillé Format restreint (environ 1
e Prépressage Kog)
e Mise en moule e Affinage de quelques mois
e Pressage e Texture souple et
moelleuse

3. Fromage frais traditionnel (Jben) :

3.1.Définition :
Le Jben est un produit laitier connu et consommé dans les zones rurales et urbaines
depuis longtemps. Cependant, au cours des dix derniéres années (années 1980), avec

Iimplantation d'un grand nombre de produits laitiers traditionnels dans les villes, la
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consommation de produits laitiers traditionnels a augmenté en général, et la consommation de
produits laitiers en particulier a augmenteé. Il s'agit généralement d'une procédure manuelle.
En plus de cette filiére traditionnelle, certaines laiteries semi-industrielles se sont également
intéressées a la fabrication de jben au lait cru ou au lait pasteurisé, et ont plus ou moins

amélioré les procédés de préparation. (Marrachi et Hmmama, 1996)

Tableau N°05 : Composition de jben (Abdellaziz et Ait Kaci, 1992)

Composition de . . )
P Eau Matiére grasse Protéine Calcium
Jben
Les valeurs 65,27% 18,72% 13,73% 0,13%

3.2.Préparation de fromage frais (Jben) :
Soit dit en passant, une variété de fromage Jben a pate molle est produite selon un

protocole traditionnel, qui consiste a coaguler le lait cru entier avec de la présure, dans
laquelle du sel est ajouté a raison de 10-20 NaCl par litre de lait. (Mennane et al., 2007)

Le processus de fabrication nécessite trois grandes étapes essentielles (figure 1) : la

maturation, la coagulation et I’égouttage (Randazo et al., 2009)

e La maturation : c’est ’incubation du lait cru a température ambiante pendant
un temps variable de fagon a favoriser la multiplication d’une flore lactique qui
va jouer un role important dans ’acidification du lait. Cette maturation peut
étre spontanée ou provoquée par adjonction de levains. Le recours a des
levains artificiels du commerce n’est cependant pas toujours une nécessité
absolue, car le fermier producteur de lait a lui-méme la possibilité de cultiver
un levain naturel a partir de la flore contenue dans son propre lait.
(Benkerroum et Tamime 2004).

e La coagulation enzymatique est assurée par un grand nombre d'enzymes
protéolytiques issues d'animaux, de plantes ou de micro-organismes, qui
présentent les caractéristiques du lait coagule. Il faut également considérer leur
forte activité proteolytique supplémentaire non spécifique, qui leur permet

d'hydrolyser la caséine a et B et de libérer des peptides (Mietton, 1995).
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e L’égouttage ne peut étre effectué qu'apres certaines interventions (par exemple,
action d'une pression mécanique). Selon le golt du fromager, il peut étre
mariné. C'est une opération importante dans la fabrication du fromage. Il a de
multiples fonctions : il améliore le drainage par la supplémentation, il guide et
sélectionne le développement des micro-organismes et rehausse la saveur de la
pate (Benkerroum et Tamime 2004). Ce type de fromage est trés apprécié des
consommateurs, s'il peut étre fabriqgué en série selon ses propriétés
organoleptiques, il peut étre valorisé au niveau national et international en

raison de ses propriétés organoleptiques salées, légérement acides et agréables

(Mennane et al., 2007)
[ Lait cru }

A 4

Coagulation 1 ( Lait callé }

A4 \ 4 \ 4

Egouttage } [ Lben } [ Beure (Zebda beldia) }

Jben }

Figure N° 01 : Schéma de la fabrication des produits laitiers traditionnels

(Benkerroum et Tamime, 2004).
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3.3.Caractéristiques physico-chimiques du Jben :

Le fromage frais "Jben" n'a pas de caractéristiques claires car sa méthode de
préparation est principalement basée sur des connaissances acquises a partir d'une longue
expérience (Salmeron et al., 2002). L'ardme, les propriétés sensorielles et physiques et
chimiques du fromage dépendent des caracteristiques du lait cru, qui a leur tour dépendent de

I'espece animale et du type de régime (Poznanski et al., 2004).

Les caractéristiques de Jben (tableau 6) sont une acidité titrable relativement élevée
(1,04 % d'acide lactique en moyenne) et un pH bas (4,2 en moyenne), ce qui prouve
I'existence d'une fermentation lactique active. La matiére séche totale du jben dans la partie
nord du jben (45,6%) est généralement plus élevée que la zone centrale (Gharb, Chaouia, ...),
et la valeur n'est que de 29,4% en moyenne. Cette différence est le résultat de la marinade
avec du fromage frais du Nord. La durée de drainage du jben nord est également plus longue
que celle de la plaine (moins de 4 jours) (parfois jusqu'a 10 jours). La richesse en matiere
seche au nord de jben lui confere une consistance relativement ferme. Les deux principaux
composants de cette matieére seche sont les matieres grasses (en moyenne 16,5%) et les
protéines (en moyenne 15,8%). Cependant, le nord du jben est riche en protéines et en
graisses en raison de sa concentration plus élevée en matiére séche. Les autres composants du
jben sont le lactose (4,1 % en moyenne) et les substances salées (1,26 % en moyenne), dont le
chlorure (0,8 % en moyenne). Cependant, en raison de la salinisation, le nord du jben contient
plus de chlorure (1,2%). (Thomas, L. 1996)

Aujourd'hui, Jben est également fabriqué a partir de lait pasteurisé. Les
caractéristiques finales d'un Jben typique sont variables et influencées par la préparation du

fromage (Ouadghiri et al., 2005).

Tableau N°06 : Parameétres physico-chimiques du Jben (Guetouache et al., 2015).

o _ _ Teneur
oH Acidite M{;ltlere Matiére en NaCL Lactose | Cendres
D° seche grasse
Proteines
55,8 *0,5 4,1
H 0 +* 0 H 1
4,42 79,4 (g/mL) 16,83 (%) | *15,8 (%) (g/100g) | (g/100g) 28 (9)
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3.4.Microflore de Jben :

La composition microbiologique du fromage dépend de celle du lait de départ, du
progrés de finition qu’il a subi et de 1’age du fromage (Ercolini et al., 2009). Généralement,
lui-méme est dominée par les bactéries lactiques en I’occurence les Lactococcuset les
Enterococcus qui influencent les caractéristiques sensorielles du profit fini (Randazzo et al.,
2009)

La microflore du J’ben suis dominée par les bactéries lactiques (10° & 10°ufc.g-1).
Parmi  elless-mémes il 'y a Lactococcus lactishiovar et  diacetylactis,
Leuconostocmesenteroidelactis, Lactobacillus plantarum et brevis, des Enterococcus casei.
D’étrangére extraits une race norme en levures et moisissures a été décelée ; celles-Ci
représentent surtout de 10°ufc.g-1, et diligent qu’lui-méme ne représente annulé danger sur la
sélectif stérilisant du profit ; une teneur remblai est la téléologie des plusieurs altérations du
fromage (nettoiement et remugle alcoolisé...) (Benkerroum et Tammime, 2004).

On constate que les proportions des trois groupements lactiques formant la flore sont
quasiment égales : 5.1.10°UFC/g Lactococcus ; 3.2.108UFC/g Lactobacillus et 2.6.10°UFC/g
Leuconostoc (voir Tableau 3). (Dubrov, 1996).

Par conseéquent, les trois especes ci-dessus peuvent étre considérées comme les
principales especes responsables des principales caractéristiques sensorielles du jben
(Dubeuf, 1996).

Tableau N°07 : Profil microbiologique de jben nombre de germe (UFC/g) (Hamama., 1997)

Flore Jben (UFC/g)
Flore totale aérobie 8.2 x 10°
L actobacilles 3.2x10°
Lactocoques 5.1 x 10°
L euconostocs 2.6 x 10°
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4, Les bactéries lactiques :

4.1.Définition :

Les bactéries lactiques sont définies entre des cellules nutritives organiques vivantes,
procaryotes, hétérotrophes et chimiques. Ils ont soumis une sourate de micro-organismes
changées qui produisent de l'acide lactique entre retoucher efficience du métabolisme
(Menasria, 2011).

Cette sourate de bactéries comprend les bacilles et les cocci Gram-positifs, non exempts
de spores, catalase-négatifs (Djeddi et Chabane, 2014). lls existent comme autres niches
écologiques, entre les produits laitiers, la viande, les plantes, les céréales, et font segment de

la végétation intestinale et vaginale désintéressée ou animale (Kouame, 2013).

Les bactéries lactiques sont utilisées parmi grimer des produits laitiers fermentés desen
dessous pointure de produits fermentés ou de levain comme I'banque laitiére. L'gratification
technologique des bactéries lactiques réside comme I’achévement d'acide lactique par
ébullition du lactose (Djeddi et Chabane, 2014).

4.2.Classification
Les bactéries lactiques ont été classées selon des propriétés phénotypiques

morphologie, mode de fermentation du glucose, croissance a différentes températures,
isomeres d'acide lactique produits et fermentation de différents glucides (De Roissart et
Luquet, 1994 ; Holzapfel et al., 2001). Les genres les plus étudiés sont Lactobacillus,
Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc, Enterococcus et Pediococcus (Drouault et
Corthier, 2001). Les lactobacilles actuellement associés aux aliments comprennent les 12
genres suivants : Clostridium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetracoccus, Coccus Weisseria et Bifidobacterium
(Bariz, K. 2011).

4.3.Application industrielle des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques étaient et sont utilisées sous forme de levain artisanal, mais le

développement de l'industrie de transformation, en particulier de I'industrie laitiére, a conduit
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a la production de produits fermentés industriels qui peuvent simultanément assurer le produit
qualité et cohérence (Pfeiler et Klaenhammer, 2007). 1l faut d'emblée souligner la dualité
entre fermentation lactique naturelle et fermentation lactique sélectionnée (De Roissart et
Luquet, 1994 ; Wouters et al., 2002).

4.3.1. Les ferments lactiques naturels

Ces produits fermentés a I'acide lactique naturel sont issus de lait n‘ayant subi aucun
traitement thermique, et leur composition est complexe, selon le terroir du lieu de production.
(Wouters et al., 2002).

4.3.2. Les ferments lactiques sélectionnés

Les bactéries lactiques sélectionnées sont constituées d'une souche pure ou d'un groupe
de souches pures. Selon la définition classique, on entend par « souche pure », une population
formée de colonies isolées, développées sur boite de Pétri sur milieu gélose, c'est-a-dire, en
principe, issue d'une culture d'une seule cellule bactérienne. Généralement, ceux-cCi
constituent ces Les bactéries du produit fermenté sont des espéces identifiées et leur activité
globale Caractéristiques fermentaires : acidification, hydrolyse des protéines, formation
d'ardbmes. Actuellement, les souches sur le marché ont été isolées a partir de lait ou de

produits laitiers, notamment a partir de levain artisanal (Wouters et al., 2002).

Les qualités requises pour la fermentation lactique sont multiples. Ces derniers doivent
étre capables de transformer les aliments en de nouveaux produits aux caractéristiques claires
et constantes, et en protégeant les aliments, notamment en empéchant d'autres micro-
organismes de les détériorer par acidification et/ou production dantibiotiques et de
bactériocines, afin que les aliments puissent étre bien préservé (Wouters et al., 2002 ;
Patrignani et al., 2006). De nos jours, d'autres qualités des bactéries lactiques sont de plus en

plus recherchées :

o Nutrition et traitement dans les préparations probiotiques, (Patrignani et al.,
2006, Steijns et al., 2008) ;
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o La production de bactériocines : substances actives qui inhibent la croissance
d'autres microorganismes communément pathogenes (Dortu et Thonart, 2009 ; Paul
Ross et al., 2002).

4.4.Les propriétés fonctionnelles et technologiques des bactéries
lactiques

Les bactéries lactiques appartiennent a une classe de bactéries « statut GRAS », qui sont

officiellement autorisées pour une utilisation dans les applications alimentaires.

Ces micro-organismes peuvent transformer une varieté de matiéres premiéres pour
produire de nombreux produits : saucisses, lait fermenté, fromage, olives fermentées et
certains vins. Parmi ces applications, I'industrie laitiere peut étre considérée comme la plus

grande utilisatrice de fermentation lactiqgue commerciale (Hassaine, 2013)

4.4.1. Capacité d'acidification

La fonction d'acidification constitue les propriétés métaboliques les plus recherchées
des bactéries lactiques utilisées dans l'industrie alimentaire. Montré comme la fermentation

des glucides pour produire de I'acide lactique
En cours de croissance bactérienne. (Bleu, 2017)

Les conséquences des propriétés physico-chimiques et microbiologiques peuvent étre

résumeées comme Ssuit :

o L'accumulation d'acide lactique contribue a la saveur des aliments fermentés.

o Réduire progressivement la valeur du pH du milieu de culture et de la matrice
alimentaire.

. Limiter le risque de développement et de détérioration de bactéries pathogénes

dans le produit final ;
o Les micelles de caséine sont instables, la coagulation du lait et la synérese.
(Allouache et al., 2017)
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4.4.2. Applicabilité de la protéolyse

L'augmentation de la densité cellulaire qui permet aux bactéries lactiques d'exercer des
fonctions de fermentation dépend d'un systéeme protéolytique qui peut répondre a tous les
besoins en acides aminés en hydrolysant les protéines. Les bactéries lactiques présentent des
potentiels différents, qui sont liés a leur équipement enzymatique pour I'utilisation de I'azote.
Le lactobacillus présente généralement une activité protéolytique plus prononcée que le
lactococcus (Hadef, 2012)

4.4.3. Capacité de texturation :

Certaines souches de bactéries lactiqgues ont la capacité de synthétiser des
polysaccharides extracellulaires, des glucanes et des fructanes, qui constituent des vésicules
cellulaires. Ces macromolécules contribuent a modifier la texture du produit dans lequel se
développe la souche capable, et cette capacité de texture est également exercée par la capacité
d'acidification. (Chemlal-Khéraz, 2013) Applicabilité de I'assaisonnement : Cette activité est
étroitement liée aux caractéristiques sensorielles des produits qu'elle élabore. En effet,
certaines bactéries lactiques peuvent produire des composés aromatiques qui affectent la

qualité sensorielle du fromage. (Chemlal-Kheraz, 2013).

5. Agents pathogénes dans le fromage
Il existe quatre bactéries pathogénes dans le fromage qui causent la plupart des cas de

maladies d'origine alimentaire (AIT) : Salmonella, Escherichia coli O157 :H7, Listeria
monocytogenes et Staphylococcus aureus (Donnelly, 2004).

Bien que le fromage soit tout aussi nutritif, il est responsable relativement peu de
maladies d'origine alimentaire. Depuis 1980, il y a eu 53 intoxications alimentaires dues a la
consommation de fromage, au cours desquelles prés de 250 000 000 de tonnes de fromage ont
été produites dans le monde. Ces donnees ont été compilées principalement a partir du site
Web Pub Med (www.ncbi.nlm.nih gov/pub Med) (Tableau 8) (Johnson et al.,1990a, b, c).
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Tableau N°8 : Intoxication alimentaire due au fromage du 1980 - 2013 (Johnson et
al.,1990a, b, c).

Pays
d'origine

Variéeté de
fromage

Année

Nbr
de
cas

Nbr
de
déces

Séro-
groupe

Lait

Commentaires

Référence

Listeria monocytogenes

Etats-
Unis

Fromage asadero
(style mexicain)

2009

Past

Contamination
post-
pasteurisation par
un joint de cuve ;
fermeture de
I'usine.

Jackson
et al.
(2011)

Autriche
et
Allemag
ne

Quargel (crolte
lavée) lere
flambée

2009

14

1/26

2063 échantillons
de fromage
positifs pour L.
monocytogenes ;
un échantillon
controlé 2
1x10°cfulg

Fretz et al
(2010a)

2éme éclosion

2009

20

1/26

Deux clones
différents de L.
monocytogenes

Fretz et al
(2010b)

Canada

Fromage a cro(te
lavée

2008

38

Past

La saumure est
une source
probable ;
contamination
croisée
importante au
niveau des
détaillants ;
>10°L fromage
monocytogenes
de fromage

Gaulin et
al (2012)

Belgique

Fromage de
chévre

2005

152

Cru

Excrétrice
asymptomatique
dans le troupeau
de chevres

Delhalle
et al
(2012)

Suisse

Tomme

2005

10

Cru

L.
monocytogenes
était répandu dans

Bilk et al.
(2006)
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toute l'usine
Etats- Fromage a crolte | 2000 13 12 & Mauvaise hygiéne | MacDona
Unis lavée 1/ ; alimentation Id et al
améliorée et (2005)
lavage de la
machine a traire
contamination
réduite
Italie Gorgonzola 1 Past | Le méme isolata | Gianfranc
persisté pendant | eschi et al
au moins 5 mois ; | (2006)
1,200 UFC/g dans
le fromage ; pH
7,4
Japon Fromage a crolte | 2001 38 10 Mauvaise Makino et
lavée hygiene, L. al. (2005)
monocytogene
ves variait de <3 a
46 x10’cfulg
Belgique | Camembert 1997 1 1/p2 Gilot et
al. (1997)
France Brie de meaux 1995 20 1 Cru Goulet et
al. (1995)
Etats- Style mexicain 1985 142 48 4° Pass | Mauvaise hygiene | Linnan et
Unis é ; lait pasteurisé al. (1988)
insuffisamment
Suisse Vacherin Mont 1983/8 | 122 34 4° Cru | Usine fermée Bille
d'or 7 (1990)
. coli entéropathogenes
Etats- Gouda vieillie 2010 41 0157 :H7 | Cru Mauvaise hygiéne | McCollum
Unis et al.
(2012)
France Fromage de chévre | 2004 3 0157 Cru Espié et al.
frais (2006)
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Canada | Gouda 2002 13 0157 :H7 | Cru Petits problemes Honish et
d'assainissement | al. (2005)
Etats- Caillé frais 1998 8 0157 :H7 | Cru | Caillé Durch et
Unis incorrectement al. (2000)
étiqueté comme
pasteurisé
Royaum | Fromage a pate 1997 2 0157 Cru Anon
e-Uni dure (1997b)
France Fromage frais 1992 4 1 VTEC Cru Mélange de lait de | Deschenes
vache et de chévre | etal.
; I'isolat était (1996)
VTEC mais pas
0157 :H7
Etats- French Brie 1983 169 027 :H20 Le nombre de MacDonal
Unis coliformes variait | d et al.
de 1042 10%g de | (1985)
fromage
Salmonella enterica
France Fromage de | 2008 | 25 Munster Cru Producteur artisanal Van
chevre Cautere
netal.
(2009)
Etats-Unis Fromagea | 2007 |2 Typhimurium | Cru Mauvaise hygiene ; Lind et
la infestation d'oiseaux | al.
mexicaine et de rongeurs ; (2007)
producteur sans
licence
Etats-Unis Fromagea | 2006 | 85 Newport Cru Vente illégale de lait | Austin
la 107 cru a I'épicerie ou le et al.
mexicaine fromage était fabriqué | (2008)
Netherlands | Fromagea |2006 | 224 Typhimurium | Cru Mauvaise hygiene ; Van
pate dure producteur artisanal ; | Duyhove
4.2 salmonelles par netal
Kg dans deux (2009)
fromages ; quatre
vaches excrétant dans
les feces
France Fromagea | 2006 |23 Montevideo | Cru Lait d'un élevage Doming
crodte contaminé ; origine de | uez et al.
lavée la contamination non | (2009)
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identifiée
Suisse Fromagea | 2006 |82 Stanley Ther Pastore
pate molle misé et al.
(2008)
France Cantal 2001 | 199 Enterididis Cru Un fabricant qui Haegheb
savait que le fromage | aert et
contenait des al.
salmonelles ; vache (2003)
excrétee
Autriche Fromage 1999 | 16 Oranienberg | Cru Mauvaise hygiene ; Allerber
fermier température de ger et al.
d'alpage cuisson 46" 18°C ; (2000)
excréments de porc et
de poulet incriminés
Italie Mascarpon | 1998 |9 Enterididis La cause réelle était le | Panico
e tiramisu maintenu a etal.
température ambiante | (1999)
pendant 1 jour avant
de manger
Canada Fromage 1998 | 800 Enterididis Cru Ratnam
dans un et al.
panier- (1999)
repas
France Morbier 1997 | 113 Typhimurium | Cru Aucune lacune DeValk
d'hygiene et al.
(2000)
Etats-Unis Fromagea | 1997 |54 Typhimurium | Cru Mauvaise hygiene ; Villar et
la lait cru stocké pendant | al.
mexicaine la nuit (1999)
Etats-Unis Fromagea | 1997 | 110 Copenhagen | Cru Deux éclosions ; Cody et
la fromage fait maison al.
mexicaine principalement vendu | (1999)
Canada Kosh kase | 1994 | 82 Berta Cru Mauvaise hygiéne ; Ellis et
contamination croisée | al.
par des poulets (1998)
Suisse/France | Fromage au | 1995 | 25 Dublin Cru Vaillant
lait de et al.
vache (1996)
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Pays Variété de | Année | Nombre | Nombre | Séro- Lait Commentaires Référence
d'origine | fromage de cas de groupe
décés
France Fromage 1993 | 273 1 Paratyphi | Cru 1/40 les laits de Desenclos
de chévre B ferme étaient positifs | et al.
a la salmonelle (1996)
Etats- Mozzarella | 1989 | 164 Javiana Passé Mauvaise hygiene ; Hedberg
Unis & deux fromages et al.
Oranienb contenaient 0,36 et (1992)
erg 4,3 salmonelles/100g
Royaume- | Fromage 1989 | 42 Dublin Cru Producteur artisanal | Maguire
Uni irlandais & etal.
pate molle (1992)
Suisse/ Vacherin | 1985 | >10 Typhimu | Cru Mauvaise hygiene ; Sadik et
France mont d'or rium contamination al. (1986)
manuelle par les
porteurs de porcelets
Canada Cheddar 1984 | >1500 1 Typhimu | Passé/ | Les niveaux de D’Aoust
rium Thermi | salmonelle variaient | et al.
e de 0,36 29,3/100 g (1985)
de fromage ; Le pH
du fromage variait de
4,97 25,40
Canada Cheddar 1982 Munster | Cru Une vache excréte Wood et
200 salmonelles/ml al. (1984)
de lait
Etats- Cheddar 1976 | 339 Heidelber | Passé Mauvaise hygiene Fontaine
Unis g lors de la traite, du et al.
stockage du lait et de | (1980)

la fabrication du
fromage
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Grece Fromage rapé 2205 >600 S. Aureus variait de 10° | Jelast
(variété non a10* UFC/g dans les opulu et
specifiée) deux échantillons de al.

fromage testés ; (2006)
entérotoxines non
mesurées
Royaume- | Fromage de 1984 >13 Mauvaise hygiene ; Bone et
Uni brebis fromage artisanal al.
(1989)

Royaume- | Cheddar 1983 2 Sharpe

Uni (1987)

Canada Caillé de 1980 62 Todd et
fromage al.

(1981)
Autres micro-organismes
Etats-Unis | Fromage a pate | 2007 19 C. jejuni Cru | Aucun Hunt et al
molle démarreur utilisé | (2009)
Italie Mascarpone 1996 8 Cl. Botulique LepH, a, etE, Aureli et al
étaient propices | (1996)
a la croissance
de ClI, botulique
Malta Fromage a pate | 1995 135 Br. melitensis | Cru Anon
molle (1995)
Grece Fait maison, 1983 23 Brucella Sharpe
non affiné (1987)
Etats-Unis | Fromage blanc | 1983 16 Str. Fromage maison | Espinosa et
zooépidémique d'un 7 vacher al (1983)
Scandinavia | Brie de France | 1982 >50 Shigella sonnei Sharpe
(1987)

5.1.Listeria

5.1.1. Caractéristiques générales

a) Taxonomie

Listeria a été longtemps classé dans la famille des Corynebacteriaceae, Différents

travaux de taxonomie numérique ont montré qu’en fait Listeria était plus proche des

Lactobacilles ou des Streptocoques que des bactéries Coryneforme. Le G + C % = 36 a 42, et
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le séquengage de I’ARN ribosomique 16S ont confirmé ces résultats : le genre le plus proche

de Listeria est le genre Brochothrix (Bourgeois, 1996).

Depuis la premiere description de Listeria en 1926, la littérature a mentionné huit

especes :

. monocytogenes en 1926.
. denitrificans en 1948.

. grayi en 1966.

. murrayi en 1971.

. innocua en 1971.

. welshimeri et L. seeligeri en 1983.

[
r r - - - - -

. ivanoviisubsp. lvanovii en 1985, L. lvanoviisubsp. Londonieneis en 1992.

Deux sont pathogenes : Listeria ivanovii et Listeria monocytogenes (Berche et al.,
2000).

Selon Larpent (2004), Listeria est constitué de deux branches :

- La premiére branche : L. monocytogenes, L. innocua, L. ivanovii, L. seeliger, L.

welshimeri.

- La deuxieme branche : L. grayi.
b) Morphologiques

Les Listeria sont des coccobacilles a coloration de Gram positif, régulier, non sporulant
non capsulant, de 0.4 a 0.5 um de diamétre sur 0.5 a 2 um de longueur aux extrémités
arrondies, certaines cellules pouvant toutefois étre incurvée. Elles ont isolées ou regroupées

en courtes chainette. Elles font parfois des angles (V), (L), ou en palissade (Larpent, 1997).

Peu ou pas mobiles a 37°C, Listeria est toujours mobile a 22 _ 25°C, cette particularité
est un caractere important dans le diagnostic bactériologique. La ciliature est de type
péritriche, avec un nombre de flagelles campais entre 1-5 et la mobilité est caractéristique car
la bactérie semble tourner sur elle-méme (Racourt, 2000).
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Figure N° 2 : Cellule de L. monocytogenes observée par microscopie

électronique a transmission (Thomas.B, 2015).
c) Caracteres biochimiques

Listeria est une bactérie aérobie micro-aérophiles et anaérobie facultative. Le genre
Listeria fermente sans gaz de nombreux glucides : glucose, fructose, maltose, mannose ...etc.
(Bourgeois et al., 1996).

Mihoubi et Sayaf (2022)

Page 26



[Chapitre 01 : Généralité sur le fromage]

Tableau N°09 : Les caractéristiques biochimiques et culturales du genre Listeria (Nawel K,
2017)

Caractéristiques Réaction
Catalase +

Besoin en oxygene Facultatif
Croissance en 35°C +
Mobilite & 37°C +

Mobilite a 22°C -

Rouge de méthyle +

Vogesproskauer +

Production de H2S -

Glucose (acidification) +

Indole -

Citrate -

Uréase -

Mannitol -

Nitrate réduit en nitrite -

Gélatine -

d) Caractéres culturaux

Listeria est une bactérie microaérophile aérobie. Les cultures étaient plus abondantes
sous tension réduite en oxygene (O2) (Doyle, 1988) et anaéerobies facultatifs. 1l est mésophile
mais présente souvent un comportement psychrophile (Djenane et al., 2006). Les colonies de
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Listeria (24 a 48 heures) sur gélose nutritive ont un diameétre de 0,5 a 1,5 mm ; rondes,
translucides comme de la rosée, légérement convexes partout. Les colonies sont bleu-gris en
lumiére normale et bleu-vert en lumiere oblique. Les colonies sont parfois collantes,
facilement émulsifiables et laissent des traces d'agar. Les cultures plus anciennes (3 & 7 jours)
sont plus grosses (3 a 5 mm de diametre), plus opaques au centre et peuvent développer une

forme « rugueuse ». Peu d'espéces sont 3-hémolytiques sur gélose au sang (Larpent, 2004).

Listeria, en gélose molle dans un tube, inoculée par piqlre centrale et incubée a 20°C, a
une croissance visible sur toute la hauteur du tube, avec un trouble plus intense a quelques
millimétres au-dessous de la surface du milieu ; la mobilité se traduit par une image en

parapluie caractéristique (Helel. S, 2008).

5.1.2. Physiologie de Listeria monocytogenes

a) Température et croissance

La température de croissance optimale pour Listeria monocytogenes se situe entre 30 et
37°C. Cette bactérie peut méme se développer a des températures comprises entre -2°C et
+45°C (Augustin, 1999). Si un taux de croissance positif est détecté a des températures
inférieures a 0 °C, il est extrémement faible et la croissance ne peut étre observée qu'avec une

période d'incubation plus longue (Helel. S, 2008).

b) pH (potentiel hydrogene) et croissance

Listeria monocytogenes se développe entre pH 4,6 et 9,6, avec une température
optimale de 7,1 (Pearson et Marth., 1990). Cependant, il peut survivre pendant de longues

périodes a des valeurs de pH proches de 4 (Ryser et al., 1997).

C) Activité de I’eau (aw) et croissance

L'activité de I'eau (AW) minimale pour la croissance de L. monocytogenes est de 0,90
(Farber et al., 1992). Listeria se développe a la valeur optimale de AW = 0,97, mais elle peut
se développer a 0,94. AW en dessous de 0,939 ne semble pas permettre la croissance. Pour

des valeurs AW inférieures, les bactéries peuvent survivre plusieurs jours (Larpent, 2004).
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5.1.3. Listeria monocytogenes et produits laitiers

La contamination par Listeria monocytogenes et les pratiques dangereuses dans
I'industrie laitiere ont été décrites (Penteado et Leitao, 2004 ; Perni et al., 2005 ; Aygun et
Pehlivanlar, 2006). Selon le type de production, I'incidence de Listeria monocytogenes est
plus ou moins importante et I'industrie sera particulierement touchée en raison du procedé et
des conditions de fabrication, notamment I'hnumidité environnementale propice a la survie et a
la croissance. Listeria monocytogenes. Néanmoins, il est important de souligner que le lait cru
a sa propre défense (systtme de lactoperoxydase antibactérienne) contre I'invasion
microbienne. L. monocytogenes peut étre isolé a partir de fromage a pate molle ou semi-
ferme, a pate persillée, a pate pressée ou fraiche (Copes et al., 2000 ; Millet et al., 2006). Le

comportement de L. monocytogenes varie selon le fromage (Larpent, 1997).

Pour I'essentiel, c'est la technique de fabrication du fromage qui détermine ce
comportement, compte tenu de I'échauffement du lait ou du caillé d'une part, et des conditions
d'affinage (durée, évolution du pH et de la température, évolution du sel et de I'activité du
fromage) d'autre part. I'eau). Le pH acide atteint en fin de production de yaourt inhibe la
croissance voire la destruction de L. monocytogenes grace a une fermentation lactique
contr6lée. De plus, L. monocytogenes se développe bien dans les mélanges de creme glacée,

mais sa croissance est inhibée a -18°C (Palumbo, 1991).

5.1.4. Le risque de listériose

La listériose causée par Listeria monocytogenes, généralement a partir d'ensilage ou de
foin, se caractérise par des symptdmes neurologiques d'encéphalite avec atteinte des nerfs
craniens ou, plus rarement, de septicémie et de fausse couche (Gourreau et al., 2008).

La listériose humaine est une infection alimentaire rare causée par l'ingestion d'aliments
contaminés par Listeria monocytogenes, une bactérie qui peut contaminer de nombreux
aliments a divers stades de production, dans certains groupes a haut risque Plus frequente, par
exemple chez les personnes ageées, les femmes enceintes et leurs nouveau-nés , se manifestant
cliniqguement sous différentes formes : formes invasives a prédominance bactériémie, formes
neuro-méningees et materno-feetales, les autres formes invasives sont moins fréquentes,

infections vasculaires ou de substances ,La listériose non invasive semble étre rare, y compris
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la gastro-entérite aigué fébrile. Listeria monocytogenes peut infecter de hombreuses espéces
animales, notamment les mammiféeres, les poissons et les oiseaux. Alors que la plupart des
animaux infectés sont des porteurs asymptomatiques, la listériose survient principalement
chez les ruminants, les bovins et les caprins. Chez ces animaux, la maladie peut se manifester
par une encéphalite, une bactériémie ou un avortement, et les animaux infectés peuvent
excréter Listeria pendant de longues périodes, contaminant ainsi leur environnement
(Mathieu et al., 2014).

5.1.5. Les valeurs fixées pour Listeria monocytogenes

Tableau N°10 : Valeurs fixées en ce qui concerne Listeria monocytogenes (Dromigny,
E.,2011).

Crateéres de sécurité des denrées alimentaires

Valeurs fixées Catégorie de denrees alimentaire Stade d'application du
pour Listeria critére
monocytogenes
Denrées alimentaire prétes a étre consommées
m=absence de destinées aux nourrissons
Listeria destinées a des fins medicales spéciales
monocytogenes produits mis
dans
25 grammes I'exploitant n’est Sur le marche
en mesure de
n=10 démontrer a la Pendant leur durée de
satisfaction de conservation
c=0 ’autorité

compétente, que le avant que

produit respectera La denrée alimentaire

la limite de 100
UFC/g pendant n‘ait quitté
toute la durée de
m=absence de : n
) - conservation le controéle
Listeria
monocytogenes immédiat de
dans 25 grammes I'exploitant est en
mesure de I'exploitant du secteur
n=5 démontrer a la alimentaire qul l’a
satisfaction de
I’autorité

Mihoubi et Sayaf (2022)

Page 30



c=0
autres que
celles
destinées aux
nourrissons
ou a des fins
médicales
spéciales
m=100 UFC/g
(Listeria
monocytogenes)
n=5
c=0

[Chapitre 01 : Généralité sur le fromage]

compétente, que le

produit respectera la

limite de 100 UFC/g
pendant toute la

durée de
conservation

permettant

Le
développement
de

Listeria
monocytogenes

ne permettant le développement

de Listeria monocytogenes

fabriquée

produits mis

sur le marché pendant leur
durée de

conservation
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Chapitre 2 : Plantes médicinales
1. Plantes médicinales

1.1.Définition des plantes médicinales

Pendant des siécles, les plantes aromatiques et médicinales ont été utilisées comme
médicaments pour les maladies humaines car elles contiennent des composés a valeur
thérapeutique (Nostro et al., 2000). Les extraits naturels de ces plantes ont des propriétés
biologiques trés intéressantes et peuvent étre utilisés dans divers domaines, a savoir la
médecine, la pharmacologie et la cosmétologie (Madsen et al., 1995). Ces derniéres années,
divers métabolites secondaires de plantes ont été largement étudiés comme sources de
médicaments contre diverses infections. Les classes importantes de ce groupe de composes
comprennent les alcaloides, les phénols et les huiles essentielles. Ces substances ou composés
ont des applications thérapeutiques contre les micro-organismes pathogenes (bactéries,
champignons et virus), les radicaux libres et I'inflammation (Okigbo et Omodamiro, 2006).

1.2.Importance des plantes médicinales

L'Organisation mondiale de la santé (OMS, 2002). Estime qu'environ 80 % de la
population mondiale dépend de la médecine traditionnelle pour les soins de santé primaires.
Plus de la moitié de la population mondiale utilise principalement des plantes médicinales
pour se soigner (Abayomi, 2010). Les plantes médicinales sont utilisées pour produire des
médicaments, des thés, des onguents, des crémes et d'autres produits naturels. Environ 90
espéces de plantes sont utilisées pour produire les médicaments industriels les plus
importants, et les médicaments traditionnels utilisés dans les pays en développement sont
souvent fabriqués a partir de mélanges d'herbes récoltées dans la nature. Par conséquent, les
plantes sont la principale source de substances actives, et pas seulement en médecine
traditionnelle (Farnsworth et al., 1986).

1.3.Composition chimique des plantes aromatiques

La composition chimique des plantes aromatiques est complexe et se compose de deux
parties. Le premier composant dit volatil est présent dans différents organes de la plante, selon
la famille ; cette partie est constituée des métabolites secondaires qui composent I'huile
essentielle. La deuxiéme partie dite non volatile de la plante, les composés organiques non

volatils, composés principalement de coumarines, de flavonoides (Kubeczka, 1982) de
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composés acétyléniques et de lactones sesquiterpéniques, de phénols ou de polyphénols,
jouent dans l'activité biologique un réle fondamental (Kudrzycka, 1970)

2. Juniperus phoenicea

2.1.Généralités sur le genre Juniperus

Juniperus phoenicea, « Ara'ar » (Cupressaceae) est un arbuste originaire de la région
méditerranéenne (Bonnier et Douin, 1990 ; Derwich et al., 2011). C'est une espece
appartenant a la partie Sabina du genre Juniper. Elle est tres variable et se caractérise par la
présence de variations morphologiques, biochimiques et moléculaires, dans lesquelles on
distingue trois sous-espéces : J. phoenicea subsp phoenicea, J. phoenicea subsp eu-
mediterranea et J. phoenicea var. Turbines (Mazur et al., 2003 ; Adams et al., 2002 ;
Mélanie et al., 2006).

Cette espece est considérée comme une plante médicinale importante et est largement
utilisée en médecine traditionnelle dans de nombreux pays. (Dawidar et al., 1991 ; Adams et
al., 1996). Il est utilisé sous forme de vapeur pour la bronchite et pour controler I'arthrite. Son
huile stimule les microbes (Derwich et al., 2010). Ses feuilles sont utilisées pour traiter la
diarrhée, les rhumatismes et le diabete (Bellakhder, 1997 ; Allali et al., 2008). Un mélange
de feuilles et de baies de cette plante est utilisé comme agent hypoglycémiant (Amer et al.,
1994). Les fruits séchés et réduits en poudre peuvent guérir les ulceres de la peau et les abces
(Akrout, 2004). Son activité antidiarrhéique est particulierement reconnue en Algérie (Dob et
al., 2008 ; Mazari et al., 2010).
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Tableau N°11 : Caractéres comparés des principales especes du genre Juniperus (Debazac,

1991)
Espece Feuilles Fruits Port
) Toutes aciculaires . .
Juniperus Ovoide. 4-8mm ; vert Variable ;
une bandelette . . -
R glauque la lére puis fastigié ou
. blanchatre a la face o o ey
Communis . bleu noiratre a maturité. étalé
supérieure.
Juniperus Toutes aciculaires Globuleux. 6-10 mm
deux bandelettes vert pruineux la lére Etalé
Oxycedrus blanchatres a la face | année; brun luisant a
supérieure. maturite.
Juniperus
. Feuilles adultes Globuleux 5-15 mm; | Dressé, cime
Phoenicea . . iy
squamiformes. brun a maturité dense

Juniperus thurifera

Feuilles adultes
squamiformes.

Subglobuleux 7-12 mm
bleu noiratre a maturité.

Port dressé
fastigié

Juniperus sabina

Feuilles adultes
squamiformes.

Ovoide 5-8 mm vert
pruineux la 1°® année
puis bleu noiratre a
maturite.

Port couché.
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2.2.Caracteres morphologiques
Un arbre de troisieme taille, pas plus de 8 meétres de haut et pas plus de 2 metres de
circonférence, avec des branches touffues disposées en coupe a partir de la base du tronc. De
tres petites feuilles collent étroitement aux branches comme le cypres. Son fruit est assez riche
et précoce ; son fruit ressemble a une baie charnue brun rougeatre de 8-15 mm, et les graines
ont une coque tres dure qui met parfois des années a germer (Boudy, 1952). Vue générale

d'une branche de genévrier avec feuilles et fruits (baies) (Menaceur, 2015).

4"1’ ', a-{‘w'

Figure N° 03 : Juniperus phoenicea (Menaceur, 2015).
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2.3.Classification botanique
La classification botanique du genévrier est indiquée dans le tableau ce qui suit

2015).
Tableau N°12 : Classification botanique de « Juniperus Phoenicea » (Adams ,2014).

(Menaceur,

[Chapitre 2 : Plantes médicinales]

Catégorie Classement

Régne Plantae

Sous-regne Trachiobionta
Division Pinophyta

Classe Pinopsida

Ordre Pinales

Famille Curpressaceae
Genre Juniperus

Espece Juniperus Phoenicea

2.4.Composition chimique de Juniperus Phoenicea

Tableau N°13 : Teneur en Oligo-éléments et mineraux des Parties aériennes de Phoenicea

(Nedjimi et al., 2015).

Eléments
(%) Ca | Co Cr Fe (%) K | Na Zn
(mg/g) | (mg/g) | (mg/g) (mg/g) | (mg/g)
Valeurs | 1.60 0.17 1.13 430 0.67 52.13 15.6
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Tableau N°14 : Teneur composes phénoliques des Parties aériennes de Phoenicea (Dane et
al. 2015).

Composés phénoliques Pourcentage %
Catechin 41.97
Myricetin-hexose 11.11
Myricetin-rhamnoside 1.23
Quercetin-3-o-rhamnoside 1.65

2.5.Répartitions géographiques en Algérie
Situé sur le versant saharien des montagnes du Haut Atlas et du Jbel Sarhro, il recule en
raison d'une combinaison de I'hnomme et du climat. Malgreé sa petite taille (rarement plus de 8
meétres), le genévrier de Phénicie joue un r6le important, quoique méconnu, dans I'économie
montagnarde : fournisseur majeur de bois de chauffage, de poteaux de construction, de bois
de service ; parfois méme des feuilles de Feed... Tissé -des poteaux en genévrier assemblés

encadrent les terrasses en terre de nombreuses maisons berberes (Boudy, 1952).
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Chapitre 3 : Activité biologique d'extrait éthanolique et d'huile essentielle
sur les aliments

1. L'huile essentielle
Les huiles essentielles sont des mélanges de composants volatils lipophiles dérivés de
diverses parties de plantes, telles que les graines, les pousses, les feuilles, les racines, les
fruits, les rhizomes, I'écorce et les fleurs (Sadgrove et Jones, 2015). Ils sont localisés dans le
cytoplasme de certaines cellules végetales, a savoir les poils sécréteurs, les cellules
épidermiques, les cellules endocrines et les poches. Sécrétion (Dhifi et al. 2016).

Les huiles essentielles sont solubles dans les alcools, les éthers et les huiles fixes, mais
insolubles dans l'eau. Ces huiles volatiles sont généralement des liquides incolores a
température ambiante (Dhifi et al., 2016). Ils sont largement utilisés dans les industries
pharmaceutiques et cosmétiques, les parfums et l'aromathérapie. Ils ont une myriade
d'activitées biologiques, y compris antivirales, antibactériennes, Antiparasitaires, anti-
inflammatoire, insecticides, antifongiques, anticarcinogenes, antioxydants et antimutagénes
(Hassan et al., 2016).

1.1.Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges tres complexes de composés organiques aux
structures et fonctions chimiques tres diverses. lls sont identifiés comme deux ou trois
composants principaux présents a des concentrations considérablement plus élevéees (20-70%)

par rapport aux autres composants (Bakkalia et al. 2008).

Cependant, ces composants peuvent étre divisés en deux grands groupes, a savoir les
terpénoides et les aromatiques, en fonction de leurs origines biologiques tres différentes
(Pichersky et al., 2006).

> Les terpénoides

Les terpénoides predominent généralement dans les huiles essentielles, les plus courants
étant les monoterpenes (C10) et les sesquiterpenes (C15). Leurs structures sont obtenues a
partir de combinaisons de deux ou trois unités d'isopréene (C5H8) (Fig. 4) (Bakkali et al.,
2008).
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T

I
H

H,

Figure N°04 : Structure chimique de I'isopréne (Bakkali et al., 2008).

» Composés aromatiques

Les dérivés du phénylpropane (C6-C3) sont beaucoup moins courants que les
terpénoides comme I'eugénol. Ce sont généralement des allyl et propényl phénols et parfois
des aldéhydes. On peut également trouver des composés comme la vanilline dans les huiles
essentielles (C6-C1) (Fig. 5) (Betts, 2001).

O H

O OCH,
OH OH

Vanilline Eugénol

Figure N°05 : Structure chimique de quelques composées aromatique (Bakkali et al., 2008).

1.2.Activité biologique des huiles essentielles
Des huiles essentielles a été largement évaluée. Ils ont été utilisés comme antioxydants

naturels dans les aliments industriels (Hellali, 2016)
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» Activité antibactérienne

Le mécanisme d'action antibactérien est facilité par une série de réactions biochimiques
dans les cellules bactériennes, en fonction du type et des caractéristiques des constituants
chimiques présents dans I'huile essentielle (Nazzaro et al., 2013). La composition chimique
des huiles essentielles est hydrophobe, ce qui leur permet de pénétrer la bicouche

phospholipidique des membranes cellulaires bactériennes (Keita, 2002).
> Activité antifongique

Les huiles essentielles constituent une source potentielle de nouveaux médicaments
antifongiques, soit sous forme pure, soit sous forme de dérivés du composé original, pour une

optimisation thérapeutique plus efficace et plus sire (Peralta et al., 2015).

Les huiles essentielles ont la capacité de pénétrer et de perturber les parois cellulaires
fongiques et les membranes cytoplasmiques, entrainant la désintégration des membranes
mitochondriales par le processus de perméabilisation. L'activité antifongique de nombreuses
huiles essentielles a été décrite, notamment les huiles de thym, de citronnelle, de cannelle et
de melaleuca (Burt, 2004).

1.3.Méthodes d’extraction
» Hydrodistillation

La méthode consiste a évaporer les huiles essentielles en chauffant un mélange d'eau ou
d'autres matériaux (tels que des solvants) avec la plante, puis a liquéfier la vapeur dans un
condenseur, et I'étape finale peut étre réalisée avec un ballon sans ou avec d reflux. Ce
recyclage s'appelle cohobage, et le systeme concu pour cette opération s'appelle Clevenger
(Fabrocini, 2007). Les principes volatils sont entrainés par les vapeurs d’eau puis refroidis et

enfin séparés de la phase par décantation (Moro-Buronzo, 2008).
» Enfleurage

C'est une méthode compliquée et elle n'est plus utilisée que pour les fleurs. Ils sont
subtilement étalés sur des assiettes grasses pour s'imprégner de tout le parfum. Le corps gras

sera alors consomme par le solvant. Une fois I'arbme des fleurs absorbé, les fleurs sont
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remplacées par d'autres fleurs fraiches jusqu'a ce qu'elles soient saturées de corps gras. Apres

24 heures, la matiére grasse et le H.E ont été séparées (Moro-Buronzo, 2008).
» Extraction assistée par micro-ondes

Cette technique est rapide, économique (sans solvant) et sans danger thermique
(Mandal et al. 2007) (Golmakani et al. 2008) les fours a micro-ondes ont été utilisés avec
succes (Brachet et al. 2002). Les réacteurs ne contenant que du matériel végétal ont été
passés au micro-ondes dans un four, puis la vapeur a été aspirée dans le col de cygne, puis

condensee dans le refroidisseur et recueillie dans I'acier (Lucchesi, 2006).
» Extraction a froid

C'est le procédé le plus simple, mais il ne fonctionne que sur les agrumes dont les
pelures contiennent des poches qui sécrétent de d’essences. Le processus consiste a écraser, a
utiliser une presse et a casser des poches avec du zeste frais pour libérer I'essence. Le produit
ainsi obtenu est appelé essence car il n'a subi aucune modification chimique (Roux, 2008).

» Extraction par solvant volatil

La technique "classique" d'extraction par solvant consiste a placer le solvant volatil et la
matiére végétale a traiter dans un extracteur. En raison du lavage continu, le solvant Les
molécules aromatiques sont chargées puis envoyées dans un concentrateur pour distillation a
pression atmosphérique. Les solvants les plus utilisés aujourd’hui sont [I'hexane, le

cyclohexane, I'éthanol, le méthanol, le dichlorométhane et I'acétone.

Cette méthode convient aux organes végétaux a faible concentration en essence ou qui
ne peuvent pas étre extraits par distillation. Elle repose sur la capacité de certains solvants

organiques a dissoudre les constituants des huiles essentielles (Belaiche, 1979)
» Extraction au CO2 supercritique

L'extraction par fluide supercritique (EFS) est le processus de séparation d'un
composant d'un autre a l'aide d'un fluide supercritique au lieu d'un solvant d'extraction.
Extraction au dioxyde de carbone (CO2). QOutre sa pression critique relativement faible (74
bars) et sa température de 32°C, le CO2 est relativement non toxique, ininflammable, non

corrosif, inoffensif, disponible en haute pureté a un co(t relativement faible et est facilement
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éliminé par le pétrole (Rozzi et al., 2002). Le seul inconvénient du CO2 est son absence de

polarité lors de I'extraction des composés polaires (Pourmortazavi et al., 2007).

1.4. L utilisation des huiles essentielles dans le domaine agroalimentaire
La diversité de la composition chimique des huiles essentielles explique leur large

éventail d'utilisations, en effet elles trouvent du travail dans de nombreux domaines :
Industrie alimentaire :

La présence de puissantes molécules aux propriétés antioxydantes et antiseptiques dans
les huiles essentielles favorise leur utilisation comme conservateurs dans les aliments, elles
servent a protéger ces produits de la degradation par les radicaux libres, et elles agissent

également comme agents antimicrobiens.

Les travaux de Montes Balmont ont montré que les huiles essentielles de thym, de
cannelle et d'origan ont des effets inhibiteurs sur la croissance de plusieurs bactéries et
champignons responsables d'infections d'origine alimentaire (Montes Balmont ; Carvajal,
1998).

Dans le choix des H.E comme conservateurs alimentaires, il est nécessaire de connaitre
le seuil defficacité (la plus faible concentration d'HE capable d'inhiber la croissance de
n'importe quel microorganisme), car selon I'effet recherché et les bactéries cibles, les
concentrations ne seront pas les mémes. Chaque HE a une activité spécifique qui influe sur
I'action de I'HE en fonction des micro-organismes, des conditions de conservation de I'aliment
(pH, température, pression d'oxygéne...) ou de la nature de I'aliment. 1l est donc difficile de

généraliser l'utilisation des H.E a tous les aliments (Cutter, 2000).

2. L'extrait éthanolique

2.1.Définition
L'extraction a I'éthanol est un procédé utilisé dans la distillation des liqueurs fines. Cela
se fait en trempant du cannabis brut dans de I'éthanol pour en extraire un solvant et le
cannabis est ensuite retiré. Le processus d'extraction a I'éthanol est utilisé pour filtrer la teneur
en alcool du matériau extrait. Les systemes d'extraction du Colorado vous permettent

d'effectuer des extractions de liqueur a base de plantes et d'utiliser le processus de distillation
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a la vapeur pour extraire I'éthanol. L'éthanol chaud augmente le taux de solvabilité et améliore
le processus d'extraction. Ceci est possible grace aux systémes d'extraction simplifiés pour
répondre a vos exigences industrielles (Joe Mancuso,2021).

2.2.Extraction I’éthanol a partir de plantes

Les laboratoires professionnels effectuent I'extraction de I'éthanol en grands volumes en
utilisant la distillation de l'alcool, la distillation a la vapeur et le processus de récupeération des
solvants. L'utilisation de I'éthanol comme solvant industriel est un moyen rentable de produire
un extrait de qualité a partir d'un grand volume de plantes. Les systéemes d'extraction d'éthanol
utilisent a la fois des méthodes froides et chaudes pour extraire facilement tout au long du
processus de distillation. VVous pouvez produire un bon volume toutes les heures. Les
systemes d'extraction Colorado sont un moyen rapide et efficace d'obtenir un maximum de
produit pour répondre aux exigences de votre industrie. Des conseils et des connaissances
professionnels ajoutent de la valeur a votre processus d'affaires et vous fournissent des
résultats satisfaisants (Anonyme,2021)

2.3.Polyphénols

2.3.1. Définition

Les composés phénoliques constituent un groupe de molécules trés largement
distribuées dans le régne végétal. Ce sont des métabolites secondaires des plantes. lls
possédent un ou plusieurs cycles aromatiques dans leur squelette avec un ou plusieurs
groupements hydroxyles et des groupements fonctionnels (ester, méthyl ester, etc.)
(Bruneton, 1999). lls sont impliqués dans la protection des plantes contre les attaques
environnementales (Gee et Johnson ; 2001) et les attaques microbiennes (Bennick ; 2002).
Ces dernieres années, les recherches sur les composés phénoliques se sont multipliées en
raison de leurs activités anti-inflammatoires, antibactériennes, antifongiques, oxydatives et

méme anticancéreuses (Montoro et al ; 2005).

2.3.2. Classification
Les polyphénols possedent plusieurs groupements phénoliques, avec ou sans autres
fonctions (alcool, carboxyle, etc.). Dans cette famille de molécules, on trouve de nombreuses

substances, que I'on peut répartir en cing catégories selon leur structure :
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» Flavonoides

Les flavonoides sont des produits du regne végeétal largement distribués et sont
couramment consommeés quotidiennement dans I'alimentation. On les trouve également dans
les plantes médicinales. Ce sont des pigments veégétaux quasi universels qui sont en partie

responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles (Tuafik. ; 2010).
» Tanins

Les tanins sont un groupe de polyphénols de haut poids moléculaire. Les tanins sont
des molécules hautement hydroxylées qui forment des complexes insolubles lorsqu'ils sont
combinés avec des glucides, des protéines et des enzymes digestives, réduisant ainsi la
digestibilité des aliments. lls peuvent se lier a la cellulose et a de nombreux éléments
minéraux (Alkurd et al., 2008).

» Les anthocyanes

Ces molécules, appartenant a la famille des flavonoides, absorbent la lumiére visible et
sont les pigments qui donnent aux plantes leur couleur bleue, rouge, violette, rose ou orange.
Par conséquent, leur présence dans les plantes peut étre détectée a 1'eeil nu. A l'origine de la
couleur des fleurs, des fruits et des baies rouges ou bleues, elles sont généralement situées
dans les vacuoles des cellules épidermiques, Véritables poches remplies d'eau. Les
anthocyanes sont également présents dans les racines, les tiges, les feuilles et les graines
(Bassas et al., 2007).

> Les saponines

Les saponines sont des molécules produites naturellement par les plantes ou les
animaux, et leur réle n'a pas encore été déterminé. Ce sont des hétéroglycosides complexes
appelés saponines, qui sont soit des terpénes cycliques soit des stéroides. lls sont présents
dans de nombreux veégétaux (sarsepareille, quinoa...) mais se dégradent lors de la cuisson. Les
saponines ont des propriétés tensioactives qui permettent a leurs solutions de mousser et d'agir
comme détergents. Ils sont plus ou moins significativement toxiques (selon la saponine,

I'espéce qui les a ingérés et I'environnement). (Paolini et al., 2003).
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> Acide phénolique

Les acides phénoliques sont principalement divisés en deux categories : les dérives de
I'acide benzoique et les dérivés de l'acide cinnamique (Guignard et Dupont, 2015). La
concentration d'acide hydroxy benzoique dans les plantes comestibles est généralement trés
faible. Ces dérivés sont trés rares dans l'alimentation humaine, mais les dérivés de I'acide
hydroxy cinnamique sont trés courants (Macheix et al., 2005). Ils se présentent sous forme
d'esters, s'accumulent solubles dans les vacuoles ou sont insolubles en tant que composants de

la paroi cellulaire (Manach et al., 2004)

2.4.Activité biologique de I'extrait
Les extraits sont largement utilisés pour leurs activités antibactériennes, antifongiques et
insecticides. (Silva et al., 2003). Des études de différents composants extraits ont révélé
d'importants modes d'action biologiques qui peuvent avoir des applications dans le domaine
de la santé. Certains d'entre eux sont des alternatives efficaces aux composés synthétiques

dans l'industrie chimique sans effets secondaires (Bakkalia et al. 2007).

2.5.Avantages de I'utilisation de I'éthanol pour I'extraction des plantes
L'éthanol est une option sdre pour I'extraction des plantes car il laisse derriere lui un
produit pétrolier non toxique et sdr a utiliser. Pour cette raison, I'éthanol est préféré par la
FDA pour les produits alimentaires. L'éthanol peut étre utilisé en toute sécurité dans
I'extraction des plantes pour produire des huiles de cuisson et des huiles pour les soins

personnels et les cosmétiques.

L'éthanol est largement utilisé dans I'extraction d'huile pour sa capacité a extraire une
quantité puissante d'huile. L'éthanol est tres efficace pour séparer les huiles de la matiere

végétale, ce qui entraine de grandes quantités d'extraction (Mancuso, 2022).
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Partie Il : Etude expérimentale
Materiel et méthodes

1. Objectif

L’objectif de la présente étude était d’évaluer I’effet de I’huile essentielle et de I’extrait
éthanolique de Genévrier de Phénicie (Juniperus phoenicea) a une concentration de 0.5% sur
la charge de germe pathogene (Listeria innocua) inoculés dans le fromage blanc durant son

stockage a 4°C.

2. Matériel végétal
Le Genévrier de Phénicie est récolté dans les montagnes d'Ain Ousmane dans la
commune d'Oued Morra a 34°12'07.0"N et 2°19'25.9"E autour de la ville de wilaya d'Aflou
dans le Laghouat (Algérie) durant I'année 2021 (Fig.06)). Les parties aériennes fraiches de J.
phoenicea ont été séchées a I'obscurité a température ambiante (<30°C). Apres le séchage, le
matériel végétal a été broyé jusqu’a I’obtention d’une poudre fine, puis la poudre a été
récupérée dans des sacs en papier propres pour une utilisation ultérieure dans I'extraction

d'éthanol et I'extraction d'huile essentielle (Fig. 07).

[N1A]
[N1A]
Mkam Sidi Ain.Chouhada
Mabrouk cligall e
LiLy oL Q ",
|3ue.d f‘.":l L u, ;:q0€
e B (4)2? OJQ
06“(4 “4
Aflou Gk"'o(/
B 4,
®

Figure N°06 : Localisation géographique d’Oued Morra entourant, le site de récolte de
Genévrier de Phénicie (Google Map, 2022)

Mihoubi et Sayaf (2022)

Page 45



[Matériel et méthodes]

Figure N°07 : Le Genévrier de Phénicie (Juniperus phoenicea) séché et broyé en poudre
(Photo originale, 2022)

3. Extraction éthanolique

200g d’échantillon sec de Juniperus phoenicea a été macéré dans 1 L de 1’éthanol
absolu (99.94%, 1 :5, m/v) pendant 24 h (Fig. 08) a la température ambiante. L’extrait a été
filtré sur parier filtre Whatman No.1. Aprés filtration, du charbon actif a été ajouté au filtrat
(10 g de charbon actif/50 g de matériel végétal) pour absorber la chlorophylle et diminue la
coloration verte de I’extrait, puis, le charbon actif a été immédiatement retiré de l'extrait avec
du papier filtre Whatman n°1 (Fig. 09). Ensuite, I'éthanol a été évaporé dans un évaporateur
rotatif (Heidolph Rotary Evaporator, Laborota 4000) a 50°C (Fig. 10), Une fois l'extrait
séparé de la solution d'éthanol, on ajoute 10 g de sulfate de sodium pour éliminer l'eau
restante, verser la solution d'éthanol et mettre le flacon sur I'évaporateur rotatif. et le résidu a
été peseé et traité avec UV-light (30 W, 50 cm distance de radiations) pendant 30 min pour
réduire la flore naturelle existante (Fig. 11). (Djokhdem et al., 2022). Enfin, le résidu a été

stocké dans un flacon sombre a 4 °C jusqu'a son utilisation (Fig. 12).

Figure N°08 : Macération de la poudre de Juniperus phoenicea dans 1’éthanol absolu (Photo

originale, 2022)
Mihoubi et Sayaf (2022)
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Figure N°10 : Evaporation de 1’éthanol a 50°C dans un évaporateur rotatif de type Heidolph
Rotary Evaporator, Laborota 4000 (Photo originale, 2022)

-

Figure N°11 : Traitement de I’extrait dans un UV-light (30 W, 50 cm distance de radiations)
(Photo originale, 2022)
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Figure N°12 : L’extrait brut de Juniperus phoenicea apres évaporation (Photo originale,
2022)

3.1.Calcul du rendement en extrait éthanolique

Le rendement en extrait éthanolique a été calculé par la formule suivante :

R (%) = (le poids du ballon avec 1’extrait brut — le poids du ballon vide) /poids de
1’échantillonx100

4. Hydro distillation

Les huiles essentielles ont été extraites par hydrodistillation a I'aide d'un appareil de
type Clevenger (Fig. 13) selon les protocoles de la Pharmacopée Britannique (British
Pharmacopoeia, 1990).

Versez 1500 ml d’eau distillée dans un ballon a col court de 4L avec 150g de matériel
végétal séchée puis homogénéiser le mélange par agitation pendant quelque seconde. Ce
mélange est Chauffé a 1’aide d’un chauffe-ballon jusqu’a ébullition pendant (3 & 4 h). La
chaleur permet [’éclatement et la libération de molécules organiques volatiles (huile

essentielle).
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Ces composés et la vapeur eau passent dans le réfrigérant ou ils se condensent et se

transforme en liquide recueillie dans un ballon (hydrolat = distillation) (Bruneton, 2009).

On va répéter trois fois jusqu’a I’obtenir le volume suffisant en I’huile essentielle.

Nous suivons les mémes étapes pour obtenir des huiles essentielles de J. phoenicea qui sont

déja broyés, le montage d’hydrodistillation est présenté dans la figure suivante

Figure N°13 : Montage d’un hydrodistillateur de type Clevenger (Photo originale,
2022).

4.1.Calcul du rendement en huile essentielle
Le rendement en huile essentielle a été calculé par la formule suivante :

R (%) = le poids de I’huile essentielle/ le poids de 1’échantillonx100

Mihoubi et Sayaf (2022)
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5. Matériel biologique

La souche de référence testée dans cette étude était Listeria innocua ATCC* 33090™,
qui a été testée et utilisee comme substitut de laboratoire pour le pathogéne L. monocytogenes
dans I'étude, du Laboratoire KWIK-STIK (France Lenoble Cedex 2) (Fig. 14). qui contient
une pastille lyophilisée d'une seule souche microbienne, un réservoir de liquide d'hydratation,
et un écouvillon d'ensemencement (le produit est scellé dans un sachet) L. innocua stocké a
4°C.

En pincant la partie basse du dispositif, Nous faisions écraser la pastille dans le liquide
jusqu’a ce que les particules de la pastille en suspension aient une apparence homogéne. On
va imbiber immédiatement et généreusement I’écouvillon avec le matériau hydraté et
transférer dans le milieu (BHI) stockée a température 4°C jusqu'a utilisation. Un jour avant
d'utiliser on préléve 1 ml de suspension et ajouter dans tube contient 15 ml de bouillon BHI
puis incubés a 37 °C pendant 24 h.

Pour obtenir une suspension de travail, I’inoculum a été préparé a partir des cultures
récentes dans I'eau physiologique (0.9%), ajusté a la densité de 1 McFarland a l'aide d'un
spectrophotometre THERMO SCIENTIFIC HELIOS ALPHA (UV-vis double balayage UK)
a une longueur d'onde de 600 nm afin d’obtenir une concentration finale approximative de 10’

UFC/ mL (Fig. 15).
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Figure N°14 : Souche lyophilisée de Listeria innocua ATCC*33090 (Laboratoire KWIK-
STIK) (Photo originale, 2022).
Mihoubi et Sayaf (2022)
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Figure N°15 : Spectrophotometre de type THERMO SCIENTIFIC HELIOS ALPHA (UV-
vis double balayage UK) (Photo originale, 2022).

6. Fabrication de Jben

Le fromage blanc a pate molle (Jben) utilisé dans cette étude a été fabrique
traditionnellement a partir du lait de vache cru entier de petit mélange dans le quartier daya de
la ville de Laghouat au cours du février 2022. La fabrication du fromage est illustrée a la
figure 11. Tout d'abord, faites chauffer le lait jusqu'a Maintenir a 65°C pendant 30 minutes,
puis refroidir rapidement en < 4°C. Le lait est ensuite coagulé a 45°C par ajout de présure
type CHY-MAX®. (Plus/Ultra/Extra, dose : 30 a 60 IMCU/I, Danemark) (Fig. 16). Apres
approximativement12 heures de coagulation, le fromage a subi un égouttage qui a duré
environ 24 heures. Le lactosérum a été retiré et le fromage a été emballé immédiatement et

stockés a 4 °C.

Mihoubi et Sayaf (2022)
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Chauffage

Egouttage Fromage frais (Jben)

Figure N°16 : Diagramme de fabrication du fromage traditionnel « Jben » (Photo originale,
2022).

7. Application de I'huile essentielle et ’extrait éthanolique et inoculation de
Listeria innocua sur le fromage blanc

Cing cents grammes (500 g) de fromage blanc, précédemment préparés, ont été peses
dans une boite stérile. Ensuite, le fromage a été coupé en morceaux uniformes d’environ
10+0.1 g pour les analyses bactériologiques et la mesure du pH. Des échantillons de fromage
ont été répartis au hasard en trois groupes distincts dans des barquettes en polystyréne : un

Mihoubi et Sayaf (2022)
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témoin et deux groupes traités. Pour les groupes traités, les morceaux de fromage ont été
traités par immersion dans 500 ml d’eau distillée stérile additionnée de 0.5% (m/v) d'extrait
éthanolique de J. phoenicea pendant 4 minutes a 25 °C. Et les autres morceaux de fromage
ont été traités par immersion dans 500 ml d’eau distillée stérile additionnée de 2.5 ml de
I’huile essentielle de J. phoenicea (0.5%, v/v) pendant 4 minutes a 25 °C. La concentration
0.5% (v/v) d'extrait de plante a été choisie dans cette étude sur la base des tests préliminaires,
donnant le meilleur aspect et absence d'odeur et de couleur dans le fromage.

Notons que, I’huile essentielle a été précédemment diluée dans 0.2 ml de Tween 20 pour
faciliter leur diffusion dans I’eau distillée (Zhang, 2017). Les échantillons de fromage ont
ensuite été inoculés séparément par 0.1 ml de suspensions bactériennes de 10" UFC/ml de
populations de L. innocua selon la répartition suivante :

Témoin : contient du fromage blanc inoculé par L. innocua ;

Groupe 01 : contient du fromage blanc inoculé par L. innocua, traité par 0.5% d’huile
essentielle de J. phoenicea ;

Groupe 02 : contient le fromage blanc inoculé par L. innocua, traité par 0.5% d'extrait
éthanolique de J. phoenicea ;

Notons que, la concentration finale approximative des groupes inoculés est de 10°
UFC/g de fromage. Tous les groupes d'échantillons de fromage testés ont été stockés a
4+ 1 °C pendant 24 h, suivisde 12ha25+ 1 °C puisa4 =1 °C jusqu'a la fin du stockage
(pendant 120 h, qui est la durée de conservation prévue pour le fromage blanc a pate molle).
Cette condition de température abusive a été choisie pour stimuler une rupture de la chaine du
froid lors d'une ou plusieurs étapes du stockage a péates molles blanches en usine de
fabrication, lors du transport et lors du stockage en magasin de détail ou en réfrigérateur

domestique.
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Figure N°17 : Les étapes de 1’incorporation et I’inoculum dans le fromage blanc (Photo
originale 2022)

8. Mesure de pH

Le pH était mesuré a l'aide d'une électrode de pénétration de type aiguille (EUTECH
Instruments, Germany) enfoncée dans la pate de formage. La mesure de pH est répétée trois
fois pour chaque groupe durant la période expérimentale (Fig. 18).
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Figure N°18 : Mesure de pH Spear Food Testing sur fromage blanc (Photo originale, 2022).

9. Analyses bactériologiques

9.1.Préparation de la solution mere et des dilutions décimales

Les analyses ont été effectuées de facon aseptique pour éviter toute contamination. La
préparation de la suspension mere s’effectuée selon le protocole suivant :

10 g du fromage frais (Jben) est introduit aseptiquement dans un flacon contenant 90 ml
d'eau physiologie stérile. L'homogénéisation est réalisée par agitation manuel (Lebres et
Hamza, 2002). Cette suspension constitue alors la dilution mere qui correspond a la dilution
1/10 ou (10™). A I’aide d’une pipette stérile, un millilitre de la suspension mére (10™) est
prélevé aseptiquement et introduit dans un tube a essai contenant 9 mL d’eau physiologique
stérile. On obtient ainsi la dilution 10 et on prépare de la méme procédure pour les autres
dilutions 10, 10 et 10 (Liégeois et al., 2003). Tous les tubes sont agités soigneusement par
des mouvements de rotation ou au moyen d’un Vortex (Multon et al., 1991).

Dans ce cas, nous disposons de cing dilutions décimales a partir desquelles les milieux

de cultures seront ensemencés.

Mihoubi et Sayaf (2022)
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Figure N°19 : Préparation de la solution mere et des dilutions décimales (Photo originale,
2022).

9.2.Dénombrement des Listeria innocua

La gélose Listeria mono Differential Agar a été utilisée pour I'isolement et la culture de
Listeria innocua a partir de denrées alimentaires et d'autres matériaux. Cette formulation a été
adoptée et intégrée dans la méthode 1SO 11290-2. L’ensemencement a été effectué par
I’étalement en surface de 0.1 ml de chaque dilution décimale a la surface de la gélose sans
toucher les bords de la boite. Ensuite, les boites sont incubées a 1’étuve a une température de
37°C pendant 24-48 h. Aprés incubation, les colonies sont toutes dénombrées sur les boites
contenantes entre 30 a 300 colonies (Petersen & McLaughlin, 2021).

Dans la gélose Listeria mono Differential Agar les colonies typiques de Listeria innocua
sont apparait globalement sous forme de colonies bleu-verdatre sans aucun halo, alors que
Listeria monocytogenes montre ensemble des colonies bleu verdatre et avec halo aprés la

période d’incubation.

Mihoubi et Sayaf (2022)
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9.3.Calcule des charges bactériennes
Selon le JORADP N° 68 (2014), le nombre N des microorganismes dans 1’échantillon
pour essai, en tant que moyenne pondérée partir des deux dilutions successives, a été calculé a

I’aide de I’équation suivante :

>C
N (UFC/100mL) = X 100
V.(nl+0,1n2).d

Ou:

N : Nombre de microorganismes (ou UFC) présents dans 1g

d’échantillon pour essai ;
> C : Somme des colonies comptées sur I’ensemble des boites retenues ;

V : Volume de I’inoculum appliqué a chaque boite, en millilitres ;

nl : Nombre de boites retenues a la premiére dilution ;
n2 : Nombre de boites retenues a la seconde dilution ;

d : Taux de dilution correspondant la premiere dilution retenue.

10.Analyses statistiques

Les données ont été présentées sous forme de moyenne + écart-type (SD). Le logiciel
SigmaPlot 12.0 Systat (Jandel Scientific Software, San Jose, Californie, Etats-Unis) a été
utilisé pour effectuer une analyse statistique des résultats. Une analyse de variance
unidirectionnelle (ANOVA) a été utilisée selon les tests de comparaison multiple de Duncan
pour déterminer les différences significatives entre les traitements, a un niveau de

signification de 5 %.

Mihoubi et Sayaf (2022)
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Résultats et discussion

1. Le rendement en extrait ethanolique de J. phoenicea
L’extrait éthanolique obtenu a partir de la plante J. phoenicea est de couleur miel ou

caramel et d’odeur de Genévrier de plus, le rendement en extrait de la partie aérienne de J.
phoenicea est de 1.83% (m/m) (Fig. 20).

Figure N°20 : Extrait de la Genévrier de Phénicie (photo originale, 2022)

2. Le rendement en I’huile essentielle de J. phoenicea
L’huile essentielle extraite a partir de la plante Juniperus phoenicea par
hydrodistillation est de couleur transparent proche de jaune clair et forte odeur de genévrier.
Le rendement en huile essentielle de la partie aérienne de J. phoenicea est de 0.4 % (m/m)
(Fig. 21).

Mihoubi et Sayaf (2022)
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Figure N°21 : Huile essentielle obtenue par hydrodistillation (Photo originale, 2022).

3. Résultats de pH
Le tableau n°15 montre les résultats du pH de fromage blanc réfrigérer sans traitement,

et le tableau n°16 montre les résultats du pH de fromage blanc réfrigérer traité par 0.25% de

I’huile essentielle et I'extrait éthanolique de Juniperus phoenicea.

Tableau N°15 : Tableau récapitulatif des résultats du pH de fromage blanc réfrigérer

Avant traitement

pH

5,95+0,09

"Valeurs sont exprimés en moyenne + écart (n=3) ;

Mihoubi et Sayaf (2022)
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Tableau N°16 : Tableau récapitulatif des résultats du pH de fromage blanc réfrigérer traité
par 0.5% de I’huile essentielle et de 1'extrait éthanolique par 0.5% de Juniperus phoenicea.

Traitement pH

Durée de conservation (heures)

J1.(°4) J2 (°25) J3 (°4) J4 (°4) J5 (°4)
Témoin
5,66+0,04 | 5,26+0,07 | 5,01+0,10 | 4,8+0,13 | 4,6+0,29
Groupe 1
5,65+0,05 | 5,24+0,03 | 4,94+0,17 | 4,84+0,09 | 4,72+0,02
Groupe 2
5,65+0,03 | 5,17+0,03 | 4,85+0,13 | 4,85+0,05 | 4,63+0,08

‘Valeurs sont exprimés en moyenne + écart (n=3); Témoin : (groupe inoculé par L.innocua /4 °C) ; Groupe 1:
(groupe inoculé par L.innocua et traité par 0,5% d’huile essentielle /4 °C) ; Groupe 2: (groupe inoculé par
L.innocua et traité par 0,5% d’extrait éthanolique /4 °C).

En comparant le pH du groupe témoin et des autres groupes, nous avons remarqué une
Iégere diminution du pH, et en comparant le pH au fil du temps, nous avons vu que tous les
groupes avaient une diminution légerement différente de la valeur de premier jour.

Lorsque les échantillons ont été sortis du réfrigérateur pendant 12 heures (25°C)
entrainant une baisse du pH le lendemain (groupe témoin (5.26), groupe traité avec des huiles
essentielles et inoculé avec L. innocua (5.24) et groupe extrait a I'éthanolique et inoculé avec
L. innocua (5.17)).

Lorsque les échantillons de tous les groupes sont revenus a 4°C pendant les périodes de
conservation restante, une diminution significative a été observée dans le groupe témoin et le
groupe traité par I'extrait ethanolique et inoculé par L. innocua par rapport au groupe traite par

huile essentielle et inoculé par L. innocua.

Mihoubi et Sayaf (2022)
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T : (groupe inoculé par L. innocua /4 °C) ; G1: (groupe inoculé par L.innocua et traité par 0,5% d’huile
essentielle /4 °C) ; G2: (groupe inoculé par L.innocua et traité par 0,5% d’extrait éthanolique /4 °C).

Figure N°22 : La courbe de 1’évolution du pH des différents groupes
durant la période de stockage.

4. Résultats des analyses bactériologiques
Les résultats de dénombrement de Listeria innocua dans le fromage blanc traité par

0.5% (v/v) de I'huile essentielle et de l'extrait éthanolique 0.5% (m/m) de Juniperus

phoenicea sont présentés dans le tableau N°17.
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Tableau N°17 : Résultats de la charge bactérienne de fromage blanc réfrigérer traité par 0.5%
de I’huile essentielle et de 1’extrait éthanolique de Juniperus phoenicea

Charge bactérienne (Log UFC/g) ?

) ) Groupes
Microorganismes Temps de stockage
JO/ (4°C) | J1/ (4°C) | J2/ (25°C) | J3/(4°C) | J4/ (4°C) | J5/ (4°C)
Témoin 0.00+0.00a | 6.11+0.09a | 6.57+£0.19a | 6.37+0.14a | 6.36+0.13a | 6.52+0.02a
Groupe 1
0.00+0.00a | 6.07+0.1a | 6.17+0.01a | 6.18+0.07a | 5.53+£0.09b | 5.81+0.09b
L. innocua (Huile)
Groupe 2
(Extrait 0.00+0.00a | 5.24+0.2b | 6.17+0.35a | 6.2+0.05a | 6.4+0.04a | 6.47+0.09a

éthanolique)

“Valeurs sont exprimés en moyenne + écart (n=3); Témoin : (groupe inoculé par L.innocua /4 °C) ; Groupe 1:
(groupe inoculé par L.innocua et traité par 0,5% d’huile essentielle /4 °C) ; Groupe 2: (groupe inoculé par
L.innocua et traité par 0,5% d’extrait éthanolique /4 °C).
“N. B: les lettres a, b, ¢, d expriment les résultats de I’ANOVA, sur la méme ligne les moyennes suivies de lettres
différentes sont significativement différentes (p<0.05).

4.1.Dénombrement de Listeria innocua

Dans la présente étude, les colonies typiques de L. innocua sur la gélose Listeria mono
Differential Agar sont rondes avec une couleur bleu-verdatre brillante et de taille moyenne
dans la gélose aprés la période d’incubation (Fig. 23).
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Figure N°23 : Aspect de Listeria innocua sur milieu Listeria mono Differential Agar apres

24h de I’incubation groupe témoin (Photo originale ,2022).

Figure N°24 : Aspect de Listeria innocua sur milieu Listeria mono Differential Agar aprés
48h de I’incubation groupe témoin (Photo originale ,2022).
Le tableau n°17 montre les résultats de dénombrement des Listeria innocua inoculés a
la surface du fromage blanc, traité par l'extrait éthanolique et I'huile essentielle de J.

phoenicea et conservée pendant 120 heures (5 jours) a 4°C.

» Résultats de dénombrement de groupe témoin

Au premier jour, la charge initiale de L. innocua dans le groupe témoin (6,11 Log
UFC/g) le deuxieme jour en remarquent une augmentation de la charge microbienne (6,57
Log UFC/g) et cela est d0 a une augmentation de la température (25°C) et cette forte
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augmentation pourrait étre due a une longue période est tant que le stockage réalisé a domicile

est loin a laboratoire de manipulation et elle augmente le reste jours de stockage.

» Reésultats de dénombrement de groupe traité par huile essentielle et inoculé par

L. innocua.

Le traitement avec I’HE de J. phoenicea a montré une réduction trés hautement de la
croissance de L. innocua dans le fromage blanc durant les jours de conservation, par rapport
au témoin, Le le et 5e jour cette réduction est de 0.04 - 0.7 Log UFC/g, respectivement. Le 2e
jour malgré l'abaissement de la température une légere augmentation de la charge

microbienne di a I'abus de température.

En générale, le traitement par I’HE de J. phoenicea a montré un effet tres remarquable
sur la réduction de la croissance de L. innocua inoculé dans le fromage blanc durant la période

de conservation a 4 °C, par rapport au témoin.

> Résultats de dénombrement de groupe traité par I’extrait éthanolique et inoculé

par L. innocua.

Dans le groupe traité par 1’extrait éthanolique de J. Phoenicea les valeurs de charge
microbienne sont diminuées dans le, 2e et 3e jour de conservation, par rapport au témoin,
cette réduction est de 0.87, 0.4 et 0.17 Log UFC/g, respectivement, mais par rapport au temps
on remarque augmentation de la charge microbienne surtout le 2e jour ou la température 25°C
(6,17 Log UFC/g), montrant ’effet modéré de ’extrait éthanolique de J. Phoenicea sur la

croissance de la bactérie L. innocua inoculée dans le fromage blanc.
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Figure N°25 : Les résultats des boites d'incubation de Listeria innocua des 5 jours (dilution
10) (Photo originale ,2022).
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5. Discussion

Le rendement d'extraction moyen de I'huile essentielle de genévrier est d'environ 0,4 %
(m/m), et le rendement d'extraction obtenu dans cette étude est bien inférieur aux 0,95 %
environ rapportés par Larabi (2021) I'année derniére. Les taux de récolte dans les régions de
Menaa, Elhadjaz, T'kout, Boutaleb et Boussada en Algérie étaient respectivement de 0,7%,
0,9%, 0,9%, 0,8% et 0,7% (Ramdani et al., 2013), et aussi I'huile essentielle a été obtenue a
partir des rameaux feuillés avec un rendement moyen de 0,9 % (Djokhdem et al., 2022). Les
rendements en huiles essentielles des especes végétales testées ont éte inférieurs a ceux
obtenus par Harmouzi et al., (2016) 0,3% pour la méme plante de la région de Tounfit au
Maroc. Cependant, Ait-Ouazzou et al., (2012) I'ont trouvé supérieur a 0,5 % extraction a
partir de parties aériennes de J. phoenicea récoltées dans la région de Taourirt au Maroc

Cette variation de la composition des huiles essentielles peut étre attribuée a divers
facteurs, tels que les conditions géographiques et climatiques, les méthodes utilisées pour
sécher et extraire les huiles essentielles et les stades de croissance des plantes (Bouyahyaoui
et al., 2017 ; Brahmi et al., 2016). Selon Greche et al., (2009), la raison de cette diminution
pourrait étre I'effet de la longue période de stockage du matériel végétal qui a realise les
extractions dans le 15j et apres 6 mois. Cette étude montre que le rendement augmente
Iégerement au cours du premier mois de stockage pour atteindre 0,96%, puis il diminue
jusqu'a 0,78% a la fin de six mois de stockage.

Les huiles essentielles des feuilles de J. phoenicea sont tres variées chimiquement,
cependant de nombreux travaux ont rapporté la dominance de ce monoterpénoide avec 1'a-
pinéne comme composant principal, suivi de l'acétate d'a-terpinyle, le 6- 3-Pinene, le
myrcene, o-phellandréne et B-phellandréne (Afifi et al., 1992 ; Rezzi et al., 2001 ; Angioni et
al., 2003 ; El-Sawi et al., 2007 ; Ennajar et al., 2009 ; Mazzari et al., 2010), Selon
Djokhdem et al., (2022), I'analyse par chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de
masse de I'huile essentielle de J. phoenicea a conduit a I'identification de 48 composés (o-
pinene 57.8%) aussi Akrout (2004) qui trouve 27 composés (a-pinene 67,71%) et dans le
centre physico-chimical Analysis CRAPC-PTAPC-Laghouat-Algeria obtenu 25 composés (a-
pinene 71,43%) réalisé par Djokhdem (2022) . L'huile essentielle de baies de J. phoenicea est
principalement composée de monoterpénes, suivis de sesquiterpenes, dont I'alpha pinéne est

le composant caracteristique. Le camphene, le delta-3-carene et le trans-verbénol sont
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également présents a des niveaux variables (Delitala, 1980 ; Lawrence, 1989 ; Rezzi et al.,
2001).

Le rendement en extrait éthanolique des parties aériennes de Phoenicea est de 1.83%
(m/m) et le rendement d'extraction obtenu dans cette étude est bien inférieur aux 5 % environ
rapportés par Belarbi, M (2021) I'année derniere. Menaceur et al. (2013) et Ennajar et al.
(2009), ont enregistré respectivement 32 % et 35,4 % d'extrait éthanolique de feuilles de
J. phoenicea. Dans d'autres travaux, Amalich et al. (2016) et Dane et al. (2015) ont trouve
16,6 % et 21 % d'extrait méthanolique de feuilles et de rameaux feuillés de J. phoenicea,
respectivement.

En général, Dane et al. (2015) ont souligné que le pourcentage de rendement
d'extraction dépend principalement de la procédure d'extraction, en particulier de la
température utilisée pour l'extraction, de la polarité des composés extraits et du rapport
d'extraction du solvant et de I'échantillon. Les conditions environnementales, la période de
récolte et I'dage du matériel végétal de I'organe considéré peuvent affecter le rendement de
I'extrait. Selon le rapport Angaman et al. (2020), les facteurs génétiques, mais également le
degré de maturation de la plante, et la durée de stockage ont une forte influence sur le contenu
en polyphénols (Aganga, 2001, Pedneault et al.,2001).

L'effet antibactérien de I'HE de J. phoenicea est dl a sa richesse en certaines substances
considérées comme de puissants agents antibactériens. Le o pinéne est le constituant principal
de I'HE et est connu pour son activité antibactérienne (Bourkhiss et al., 2007). Des niveaux
élevés d'hydrocarbures monoterpéniques ont également été détectés dans les huiles étudiées.
Ces composés ont une faible solubilité dans I'eau et une capacité de liaison hydrogéne limitée,
ce qui peut limiter leur activité dans les émulsions aqueuses. De plus, plusieurs auteurs
(Ennajar et al., 2009 ; Dane et al., 2015 ; et EImhdwi et al., 2015) ont rapporté que divers
extraits de J. phoenicea étaient riches en divers acides phénoliques, aglycones flavonoides et
glycosides flavonoides, qui avaient des propriétés antibactériennes importantes contre une
variété de bactéries et de champignons. Cependant, les extraits bruts contiennent souvent non
seulement des composés bioactifs mais aussi des sucres, ce qui peut réduire leur efficacité
contre certaines bactéries.

Selon Rhiat et al., (2005), le moyen de pH de jben contrélé a 4.18, Ces valeurs sont
proches de celles avancées par Hammama (4.20), Kibibou et Mahfoud (4.16) et Mabhi
(4.22), c’est ce qu'il a confirmé par Marrakchi et Hamama que le jben analysé se caractérise

par un pH faible, ce qui indique la présence d'une fermentation lactique active (Marrakchi et
Mihoubi et Sayaf (2022)

Page 67



[Résultats et discussion]

Hamama.1996). De plus, le pH du formage testé est inférieur a 6 dans tous les groupes
étudiés durant toute la période de conservation. Ce parametre présente également un effet sur
I’activité des huiles essentielles, car un pH trop bas entraine une plus forte perte en eau a la
surface du fromage, donc une réduction de I’absorption de sel. Cependant, certains auteurs ont
signalé un effet plus important des extraits de plantes lorsque le pH était bas et qui a été
attribué a la solubilité et a la stabilité accrues de ces composeés a faible pH (Davidson et al.,
2005), les valeurs de pH différent d’un produit a I’autre, méme si parfois, ils sont de la méme
région, ceci pour plusieurs causes comme :la méthode et la période de préparation du jben, le
type de lait utilisé, ou alors le type d’alimentation donnée aux animaux (Ouadghiri., 2009).
Les résultats présentés ici montrent également que l'activité antimicrobienne contre
Listeria innocua déterminée dans le fromage immergé dans une solution d'extrait éthanolique
de plante était significativement inférieure a celle des échantillons immergés dans une
émulsion d'huile essentielle de plante. Cela pourrait s'expliquer par la possible affinité
existante entre les composants des huiles essentielles (non polaires) et le systéeme utilisé
(fromage frais a pate molle), qui contient environ 26,9 % de lipides (Djokhdem et al., 2022).
Cette caractéristique facilite la migration de I'huile essentielle a la surface du produit et
permet une meilleure dissolution et/ou dispersion dans l'aliment (Dannenberg et al., 2017).
Cette effet est a été confirmé par 1’étudié I'année passée de la part de Larbi (2021) L’effet de
I'nuile essentiel de Juniperus phoenicea sur la croissance de Staphylococcus aureus et
d’Escherichia coli inoculées dans le fromage blanc durant son stockage réfrigére a 4°C, a
montré un effet trés remarquable sur la réduction de la croissance de S. aureus et E. coli
inoculées dans le fromage blanc, par contre Belarbi (2021) qui étudié I’effet de l'extrait
éthanolique de Juniperus phoenicea sur la croissance de Staphylococcus aureus et
d’Escherichia coli inoculées dans le fromage blanc durant son stockage réfrigere a 4°C, a
montré une activité modérée. Un comportement similaire a été observé pour I'huile essentielle
de menthe (Mentha spicata) (Kavas et al., 2014), Selon Gutierrez et al. (2008) ont évalué
I'interférence des lipides dans I’efficacité de I'activité antimicrobienne des HE d'origan et de
thym dans un milieu simulant une matrice alimentaire, et ils ont rapporté que I'ajout de lipides
a des concentrations éleveées réduisait l'activité inhibitrice contre Listeria monocytogenes. Cet
effet a également été rapporté par Cava et al. (2007), qui ont rapporté que les activités
antimicrobiennes des HE de cannelle et de clou de girofle étaient plus faibles dans les
échantillons de lait & plus forte teneur en matiéres grasses que dans les échantillons de lait

écréme, soulignant ainsi I'importance d'évaluer l'interaction des HE et des extraits avec la
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composition du produit. Diao et al. (2014) ajouté qu’ont rapporté que l'augmentation de la
concentration et du temps de traitement avec les HE de graines de fenouil (Foeniculum
vulgare Mill.) entrainait une augmentation proportionnelle de la perméabilité de la membrane
cellulaire de Shigella dysenteriae, provoquant la libération de composés intracellulaires, en
particulier les ions potassium, calcium et sodium.

Il a été démontré que la majorité des huiles essentielles testées pour leur propriété
antimicrobienne ont un effet plus prononcé contre les souches Gram positives que contre les
Gram négatives (Kalemba et Kunicka, 2003 ; Trombetta et al., 2005). Ceci qui concorde
avec le travaux Ait-ouazzou et al., (2012) et Ramdani et al., (2013) sur I'inefficacité de I'HE
sur les germes Gram négatives, cela est d0 aux différences structurales entre les parois
cellulaires, en effet, les Gram négatifs possedent une membrane externe composée de chaines
de lipopolysaccharides, cette couche forme une barriére de perméabilité hydrophile qui
restreint la diffusion de composés hydrophobes tels que ceux présents dans les huiles
essentielles (Nikaido et Vaara, 1985 ; Trombetta et al., 2005) et aussi Gupta et al., (2008)
qui ont signalé que I’huile de C. zeylanicum était tres efficace contre Bacillus sp., Listeria
monocytogenes, E. coli, Klebsiella sp. et Rhizomucor sp., et Behbahani et al., (2020), qui ont
signalé une activité antibactérienne de I’huile essentielle d’écorce de C. zeylanicum contre les
bactéries Gram-positives (Listeria innocua, S. aureus et B. cereus), comparativement aux
bactéries Gram-négatives (E. coli, P. aeruginosa et S. typhi) en perturbant 1’enveloppe
cellulaire et en facilitant la fuite des composés intracellulaires.

L'efficacité antibactérienne des huiles essentielles et des extraits de plantes n'a pas été
affectée par des conditions d'abus de température simulées de 24 heures a 36 heures. S'il y a
une légére interruption de la chaine du froid, l'utilisation de ce type de trempage peut étre la
méthode la plus efficace. De méme Houicher et al., (2020) ont trouvé le méme résultat avec
staphylococcus aureus dans la mousse au chocolat, ce qui suggeére que la température de
stockage a eu un effet limité sur I'activité antimicrobienne des extraits de plantes dans telles
expériences. Cependant, la diffusivité des composés antimicrobiens est liée a la température
de stockage, au temps de stockage et a l'acidité des aliments, ce qui peut également affecter
leur efficacité (Lin et al.,2019 ; kavas et al.,2016 ; kavas et al.,2014).

Cependant, ces composants ont souvent une forte saveur méme lorsqu'ils sont utilisés a
faible concentration, ce qui peut également provoquer un fort impact sensoriel avec un
éventuel rejet du produit, ce qui en fait un facteur limitant dans l'utilisation des plantes et de

leurs constituants (Moro et al. 2015).
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Conclusion et perspectives
A travers cette étude et d’apres les résultats obtenus, on a constaté que :

o L’HE de J. phoenicea a montré un effet tres remarquable sur la réduction de la
croissance de L. innocua inoculées dans le fromage blanc durant la période de
conservation & 4 °C, par rapport au témoin.

o Les résultats de dénombrement de germe pathogéne dans le fromage blanc traité
par I’extrait de la Genévrier Phénicie montrent une activité modérée de I’extrait
éthanolique de J. Phoenicea sur la croissance L. innocua durant la période de
conservation & 4 °C, par rapport au témoin.

o En comparant notre étude et I'étude de l'année derniere, nous concluons que
I'effet de I'huile essentielle sur les bactéries est perceptible en L. innocua et S.
aureus plus qu'en E. coli en raison de leurs propriétés antibactériennes contre les
souches Gram-positives.

Ces extraits et huiles essentielles de plantes se sont avérés étre des conservateurs
naturels avec une activité inhibitrice significative contre les principaux agents pathogénes et
micro-organismes d'altération des fromages comme Listeria innocua.

Dans la présente étude, 1’ajoute de I’HE et 1'extrait éthanolique de J. phoenicea a
effectivement réduit la croissance de L. innocua. Un tel retard de croissance des bactéries
pathogeénes pourrait notamment étre utile en termes de sécurité alimentaire. Ces résultats
mettent en évidence les avantages potentiels de l'utilisation de I'huile essentielle et extrait
éthanolique de J. phoenicea comme antimicrobien naturel dans les produits fromagers.
Cependant, des enquétes réglementaires et toxicologiques sont nécessaires avant d'utiliser cet
antimicrobien comme additif alimentaire.

Pour faire suite a cette étude, plusieurs pistes de travail peuvent étre envisagées comme
perspectives :

- Tester d’autres méthodes d’extractions et leurs influences sur la composition
chimique et les activités biologiques des extraits de J. Phoenicea.

- Approfondir I’analyse de la composition chimique des différents extraits
éthanoliques et I'huile essentielle de J. Phoenicea, afin d’identifier les composés

chimiques responsables de leurs activités.
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- Déterminer la concentration des extraits et des HE devant étre incorporés dans
les fromages, ainsi que l'action de ces antimicrobiens naturels sur les bactéries
lactiques.

- Tester ’effet de I’extrait éthanolique et I'huile essentielle de J. phoenicea sur la
croissance des autres germes pathogenes responsable des toxiinfections
collectives comme Salmonella ou les moisissures.

- Appliquer la méme étude en changeant I'huile essentielle, comme I'huile de
menthe poivrée.

- Application de la méme étude avec changement d'échantillon comme Lban.
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Annexe
Annexe | : Composition de BD Brain Heart Infusion (BHI) Agar

Infusion cceur-cervelle (matieres solides) ..............cooooiiiiiiiia, 8,0 g/L
Digestion peptique de tissuanimal.....................cociii. 5,009/L
Digestion pancréatique de Caseine............c.oeveriniiiiriiiinaninns 16,0 g/L
Chlorure de SOiUM ... ..o 5,009/L
GIUCOSE. ...t 2,0 g/L
Phosphate d’hydrogeéne disodique...........ccoovveiiiiiiiiiiiiiiiiins. . 2,50/L
GELOSE ..ttt 13,5 g/L

pH 7,4 +£0,2

Annexe 11 : Composition de Listeria mono Differential Agar

Peptone Spéciale ..o 23.0 g/L
Chlorurede lithium ....... ... 15,0 g/L
Chlorure de sodium ........ooiiii 5,00/L
AMIdoNn de MaIS. ......oiiiii e 1.0g/L
ESCUIING ... 1.09/L
Citrate ferrique d'ammonium ...............cooviiiiiiieien, 0,5g/L
GIOSE ...t 10.0 g/L

pH final 7,0 +/- 0,2 &4 25°C
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