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Résumé:

L’étude expérimentale est consacré&wluation des effets antimicrobiens des poly-
phénols de la menthe poivrdddntha piperita ). sur la croissance des germes spécifiques du
yaourt. Les composés phénoliques de la plante objet de I’étude récoltée dans la wilaya de
Mostaganem ont été extraits par macération dans une solution hydro-alcoolique. Un essai de
fabrication d’un lait fermenté additionné d’extrait poly phénols a été aussi réalisé. Les
mesures effectuées ont conceriigs tests d’inhibitions, physicochimiques, microbiologiques
et organoleptiques.

Les extraits phénoliques de la menthe poividentha piperita )L semblent exercer
un effet inhibiteur de type bactéricide sur la croissance des germes lacBtrepsococcus
thermophilus et Lactobacillus bulgaricus.

L’ajout d’extrait de menthe dans le lait fermenté a réduit relativement 1’acidité, la
viscosité et I’accroissement des germes Streptococcus thermophilus et Lactobacillus
bulgaricus.

Toutefois, tous les laits fermentés additionnés de menthe ont été tres bien appréciés
par le jury de dégustation, au méme titre que le yaourt témoin.

Mots clés : Yaourt, poly-phénols, menthe poivr&treptococcus thermophilus, Lactobacillus
bulgaricus.
Abstract:

The experimental study is devoted to the evaluation of antimicrobial effects of
polyphenols from pepperminMgnthapiperita L on the growth of specific bacteria yogurt.
Phenolic compounds of the object plant study harvested in the wilaya of Mostaganem were
extracted by soaking in a water-alcohol solution. A test of manufacturing a fermented milk
supplemented with extract polyphenols was also realized. The measurements were: inhibitions
tests, physical-chemical, microbiological and organoleptic.

Phenolic extracts of peppermiriiénthapiperita [} appear to exert a bactericidal type
of inhibitory effect on the growth of lactic acid bacterBtreptococcus thermophikusd
Lactobacillus bulgaricus

The addition of mint extract in the fermented milk has reduced relatively acidity,
viscosity and increasing gerr8¢reptococcus thermophilsdLactobacillus bulgaricus
However, all fermented milk with added mint were very well appreciated by the tasting panel,
along with the control yoghurt.

Keywords: yogurt, polyphenols, peppermingtreptococcus thermophilus, Lactobacillus

bulgaricus.
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Introduction :

La menthe est, avant tout, une plante bienfaitrice ayant un pouvoir positif sur la santé.
On préte d'ailleurs a cette plante d'innombrables vertus antibactériennes, antidouleur, anti-
inflammatoire ... etc., qui ont été vérifiés scientifiquementCes effets sont dus a la présence
de certains composeés bioactitds que 1’cugénol, 1’acide caféique et I’acide rosmarinique
(Arumugam etal., 2009).

Beaucoup d'études ont été réalisées au sujet de l'activité antimicrobienne des extraits
de plantes qu'elles soient citées dans des ouvrages, dans des journaux spécialisés de
microbiologie ou présentées lors de congrés scientifique d'aromathérapie. Il résulte que, les
extraits phénoliqgues possedent de nombreuses activités biologiques. Selon les teavaux d
Freeman et Carel (2006)ces activités sont liées essentiellement a la composition chimique,
aux groupes fonctionnels des composés majoritaires de ces extraits et a leurs effets
synergiques.

Ces effets antibactériens nous a conduit a poser la question suivante : « Est ce que
l'utilisation des extraits de menthe comme adjuvant dans les produits laitiére (production de
yaourt par exemple) peuvent avoir un effet sur la croissance des ferments lactiques tels, que
les Streptococcusthermophilus.actobacillusbulgaricusqui présentent des intéréts variés
(industriel et nutritionnel) » ?

Pour cela, nous nous somme proposé de connaitre le comportemétro des
souches de levains lactiques vis-a-vis des inhibiteurs de croissance tels les polyphénols de la
menthe poivrée extraits par la méthode de macération.

L’effet inhibiteur des extraits phénoliques de la menthe poivrée a été étudié
principalement patdeux méthodes d’approches : la méthode de diffusion sur gélose et la

méthode de contact direct. Les extraits poly phénoliques ont été appliqués a différentes



concentrationsUn lait fermenté supplémenté d’extraits phénoliques de menthe a été enfin

fabriqué en vue d’étudier sa qualité physicochimique et microbiologique.

Le manuscrit objet de I’étude comporte trois parties :

Une premiére partie bibliographique attrait sur le yaourt, les poly-phénols et la
menthe poivrée.

Une seconde partie faisant la description du matériel et des méthodes appliquées
dans I’approche expérimentale en vue d’étudier les effets antimicrobiens des poly-

phénols de la menthe poivrée sur les germes spécifiques du yaourt.

Enfin, une derniére partie consacrée a la critique et a la discussion des résultats

obtenus au terme du travail expérimental entrepris au laboratoire.



Partie 1: Etude Bibliographique Chapitre | : Présentation du yaol

Chapitre | : Présentation du yaourt

1 Définition :

D’aprés le Codex Alimentaire, le yaourt est un produit laitier coagulé obtenu par
fermentation lactique grace a l'actionldectobacillus delbrueckisous-especdeulgaricugLb.
bulgaricug et de Streptococcus salivariussous-especéhermophilus(St. thermophilus a
partir du lait frais ainsi que du lait pasteurisé (ou concentré, partiellement écrémé, enrichi en
extrait sec) avec ou sans addition de substances (lait en poudre, poudre de lait écrémé, les
protéines lactosériques concentrées ou non, la caséine alimentaire ...etc.). Les micro-
organismes du produit final doivent étre viables et abondants.

La législation de nombreux pays exige que les bactéries du yaourt soient vivantes dans
le produit mis en vente. Certains pays néanmoins admettent qu’a la suite d'un traitement
thermique destiné a améliorer la durée de conservation, le produit ne contienne plus de
bactéries vivantes. Cette pratique n'est toutefois pas recommandable, car elle modifie les
propriétés du yaoufAnonyme, 1995).

1-2 Historique :

Lemot yaourt (yoghourt ou yogourt) originaire d’Asie, vient de « yoghurmark » mot
turc signifiant « épaissir » (Tamime et Deeth, 1980).

Dans le sillage des découvertes ldaiis Pasteur sur la fermentation lactique, de
nombreux chercheurs s’intéressent aux micro-organismes présents dans le lait. 1902, Ris
et Khoury, deux médecins francgais, isolent les bactéries présentes dans un lait fermenté
egyptien.

Metchnikoff (1845-1916)isole ensuite la bactérie spécifigue du yaourt « le bacille
bulgare», analyse 1’action acidifiante du lait caillé et suggére une méthode de production sure
et régulierdRousseau, 2005).

De nombreux autres produits sont arrivés par la suite sur le marché : laits fermentés
probiotiques, laits fermentés de longue conservation (pasteurisés, UHT, lyophilisés ou séchés)
et produits « plaisirs » (a boire, pétillants ou glacés).

Traditionnellement, c’est le yaourt dit « nature» et ferme qui constituait I’essentiel des
productions de laits fermentés. Dans les années 1960-1970, sont apparus les produits sucrés

puis aromatisés et aux fruits. Actuellement, ils sont majoritaires sur le marche.
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L’apparition du yaourt brass€ a constitué une autre étape importante de la
commercialisation des laits fermentés. En outre, le développement commercial des produits

probiotiques est important et correspond a une demande du consom(iBatkyr2003).

2 Matiéeres utilisées pour la production du yaourt :
2-1 Lait frais :
Le lait est un produit de forte valeur nutritionnel@est 1’'un des rares aliments a
contenir une teneur équilibrée en nutriments de base (glucides, lipides et protides). C’est aussi
I’un des rares a convenir auxdifférentes tranches d’age (nourrissons, enfants, adolescents,
adultes, personnes agées) qui le consomment tel quel a 1’état liquide (lait frais) ou sous forme
de produits dérivés (fromages, yaourts, cremes glacées . . . etc). Avec une valeur énergétique
de I’ordre de 700K cal/l, le lait de plusieurs espéces animales constitue une source importante
et relativement bon marché d’apport quotidien en acides aminés et en acides gras essentiels
ainsi qu’en calcium alimentaire. Le lait est aussi riche en d’autres sels minéraux (notamment
phosphore et magnésium) et en vitamines du groupe B (B1, B2, B5 et B12) et en vitamine A.
Pour répondre a ces besoins, le lait bovin est le plus utilisé dans le monde et dans notre
pays. Les especes voisines (ovin, caprin, camelin) représentent un pourcentage de production

relativement faibles, n’excédant pas 10%.

2-1-1 Problématique du lait en Algérie :

Considéré a juste titre comme un produit de base dans le modele de consommation
algérien, le lait occupe une place importante dans la ration alimentaire de la population. Les
besoins sont estimés a 3,2 milliard de litres et une consommation moyenne de l'ordre de 100 a
110 L/habitant/an. La production nationale, estimée a 1,6 milliard de litres par an, ne couvre
gue 40 % des besoifgakhlef et al., 2010) Le reste est importé sous forme de poudre de lait
et de matiere grasse laitiére anhydre (MGLA) auxquels il faut rajouter d’autres ingrédients de
fabrication (levains, enzymes coagulantes, arémes... etc).

Ce deficit fait en sorte que les structures des unités de transformation étatiques et
privées fonctionnent en majeure partie grace au traitement du lait recombiné a partir de
poudre de lait et de MGLA importées. Néanmoins, ces dernieres années des tonnages sans
cesse croissants en lait collecté a travers plusieurs fermes d’¢élevages nationales sont utilisés et

meélangés au lait recombiné (a différentes proportions) dans les fromageries et les yaourtieres.
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En dehors du souci de combler le déficit et répondre aux besoins de la population
algérienne, le lait frais de collecte est de nature a améliorer sensiblement la qualité
organoleptiques des produits fabriqués, étant entendu que la multiplication des traitements
technologiques opérés généralement pour 1’obtention de la poudre, pour sa reconstitution et
pour la stabilisation de son état physico-chimique et hygiénique engendrent inéluctablement
des effets néfastes sur la qualité finale du produit obtenu.

Comme ce dernier volet est intimement li¢ a ’objet de cette présente étude, nous
donnerons ci-aprés quelques caractéristiques sur la poudre de lait et ses implications sur la

gualité des produits.

2-1-2 La poudre de lait :

Constitué essentiellement de matiére seche du lait et d'une tres faible quantité d'eau (de
2 a 5%), la poudre de lait a I'avantage de pouvoir se stocker et se transporter ggeé@ment
étre utilisée via la recombinaison comme matiere premiere pour la production de fromages, de
laits fermentés, de cremes glacées ...etc.

Les poudres commercialiséesit en réalité de trois types, classées selon I’intensité du
traitement de déshydratation (le degré de dénaturation qu’il génére) opéré : poudre
« lowheat », « medium heat » et « high - heat ». Le degré de dénaturaticprast gar
I’indice d’azote protéique (IAP ou WPNI en anglais) en milligrammes de protéines sériques
non dénaturées (psnd) par gramme de poudre considérée.

Les poudres ayant été préparées avec un traitement thermique bas (lowheat, WPNI
€gal ou supérieur a 6) contiennent une faible quantité de protéines dénaturées et sont utilisées
dans des produits ou les propriétés de solubilité, de gélification et d’émulsion sont
recherchées. Il s'agit des poudres de meilleure qualité convenant aussi bien a la préparation du
lait de consommation quelai destiné a la fromagerie ainsi qu’a la fortification du yaourt
(Nozinck, 1982 ; Modler, 1985).

Les poudres type « médium heat » (WPNI compris entre 1,5 et 5,9) possedent une
bonne capacité d’hydratation et d’activité de surface. Elles sont utilisées notamment dans les
fabrications de cremes glacées, desserts congelées...etc.

Enfin, les poudres « highheat » (WPNI inférieur a 1,5) sont hautement dénaturées et
peu solubles. Ce type de poudre trouve une utilisation dans les produits structurés
(boulangeriebiscuiterie, et confiserie) (Modler, 1985 ; Campbell et Pavlasek, 1987).

En plus de I'intensité du traitement thermique suivi, il y a lieu de signaler que la
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gualité de la poudre du lait peut varier aussi selon le type de séchage subi qui peut étre fait su
cylindres (procédé Hatmaker) ou par atomisation. Le chauffage brutal qui se produit dans le

premier cas entraine des modifications de la structure physico-chimique du produit conduisant
a une faible solubilité et générant un godt de cuit et des réactions de brunissement. Il est
admis que la poudre préparée par atomisation (procédé Spray) présente de meilleures

caractéristiques et aptitudes technologiqéesnyme, 1995)

2-2 Les bactéries caractéristiques du yaourt :
2-2-1 Caractéristiques générales des bactéries du yaourt :
2-2-1-1.Streptococcus thermophilus

St. thermophilugst une bactérie cocci Gram positive, aéro-anaérobie facultative, non
mobile. On le trouve dans les laits fermentés et les fron{@mgaglio etal., 1993 ; Roussel
etal., 1994).C’est une bactérie dépourvue d’antigéne du groupe D, thermorésistante, sensible
au bleu de méthyléne (0,1%) et aux antibiotiques. Elle est aussi résistante au chauffage a 60°C
pendant 30 minuteéDellaglio et al., 1994) Elle est isolée exclusivement du lait et des
produits laitiers sous forme de coques disposées en chaines de longueurs variables ou par
paires. Sa température optimale de croissance varie entre 40 et 50°C. Son métabolisme est du
type homo-fermentair.amoureux, 2000).

Le rOle principal deSt. thermophilusest la fermentation du lactose du lait en acide
lactique et en plus de son pouvoir acidifiant, elle est responsable de la texture dans les laits
fermentés. Augmente aussi la viscosité du lait par production de polysaccharides (composés
de galactose, glucose, ainsi que de petites quantités de rhanmose, arabinose et de marmose)

(Bergamaier, 2002).

2-2-1-2 actobacillus bulgaricus:

Lb. Bulgaricusest un bacille Gram positif, immobile, asporulé, microaérophile. Il est
isolé sous forme de batonnets ou de chainettes. Il posséde un métabolisme strictement
fermentaire avec production exclusive d’acide lactique comme principal produit final a partir
des hexoses de sucres par voie d’Embden Meyerhof. Il est incapable de fermenter les
pentoses.

Lb. bulgaricus est une bactérie thermophile, tres exigeante en calcium et en
Magnésium et sa température optimale de croissance est d’environ de 42 °C.

Cette bactérie a un role essentiel dans le développement des qualités organoleptiques
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et hygiéniques du yaouitarty-Teysset etal., 2000).

Ces deux bactéries lactiques tolerent de petites quantités d’oxygene. Ceci peut Etre
probablement relié au peroxyde d’hydrogéne (H202) qui est produit dans les cellules en
présence d’air. Le systeéme le plus efficace pour éliminer le peroxyde d’hydrogene est
I’utilisation d’une enzyme ; la catalase, dont les bactéries lactiques sont déficientes. Ces
dernieres possedent plutét une peroxydase (pseudo-catalase) qui est moins efficace que la
catalase. Comme les bactéries lactiques n’¢éliminent pas facilement le peroxyde d’hydrogéene,

elles sont dites micro-aérophil@3oleyres, 2003).

Figure 1. Aspect microscopique des bact ries lactiques du yaourt

2-2-2 Intérét et fonctions des bactéries du yaourt
2-2-2-1 Productiond’acide lactique :

La production d’acide lactique est une des principales fonctions des bactéries lactiques
en technologie laitiere, car cet acide organique permet de concentrer et de conserver la
matiére seche du lait, en intervenant comme coagulant et antimicr@ibmidt et al.,
1994) Le metabolisme est du type horfeomentaire (production exclusif de 1’acide
lactique).

L’acidité du yaourt est communément exprimée en degré Dornic (1°D = 0,1 g/l
d’acide lactique). Elle se situe entre 100 et 130 °D (Loones, 1994).

L’importance de 1’acide lactique durant la fabrication du yaourt peut se résumer
comme suit :
- Il aide a déstabiliser les micelles de caséines, ce qui conduit a la formation du gel,
- Il donne au yaourt son godt distinct et caractéristique, comme il contribue a la saveur
etl’aromatisation du yaourt (Tamime et Robinson, 1999, Singh el., 2006),

- Intervient comme inhibiteur vis-a-vis des micro-organismes indésirdbtxsy et al.,
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2002).

2-2-2-2 Activité protéolytique :

Pour satisfaire leurs besoins en acides aminés, les bactéries du yaourt doivent dégrader
la fraction protéigue du lait constituée de caseéine et de protéines sériques ; leur systeme
protéolytique est constitué de deux types d’enzymes distinctes : les protéases et les peptidases.

Lb. bulgaricusposséde des protéases localisées, pour 1’essentiel, au niveau de la paroi
cellulaire. Cette activité protéasique permet d’hydrolyser la caséine en polypeptide.

St. thermophilugst considérée comme ayant une faible activité endopeptidasique. Elle

dégrade les polypeptides par son activité exopeptidasique en acides aminés libres.

2-2-2-3 Activité aromatique :

Divers composés volatiles et aromatiques interviennent dans la saveur et I'appétence
du yaourt. C'est principalement le lactose qui intervient dans la formation de ces composés
dans une fermentation de type hétéro-fermentaire. Parmi ceux-ci, I'acide lactique confere au
yaourt son goQt acidulé. L'acétaldéhyde, qui provient en grande partie de la thréonine, joue un
rble essentiel dans ces caractéristigues organoleptiques recherchées. La concentration
optimale de ce métabolite est estimée a environ 10 ppm. Sa production, due principalement au
lactobacille, est augmentée lorsque ce dernier est en association avec le streptocoque qui en
élabore de faibles quantités.

L’acétaldéhyde peut provenir du pyruvate, soit par action du pyruvate décarboxylase
ou par action du pyruvate déshydrogénase (appelée aussi pyruvate formate lyase). Il peut
aussi résulter ela Thréonine par 1’action de la Thréonine-aldolase.

Le diacétyle contribue a donner un godt délicat qui est d a la transformation de l'acide
citrigue, et secondairement, du lactose par certaines souches de streptocoques. D'autres
composés (acétone, acétoine, ...etc.) contribuent a 1'équilibre et a la finesse de la saveur. Ceci
résulte d'un choix avisé des souches, de leur capacité a produire dans un juste rapport les
composés aromatiques et du maintien de ce rapport au cours de la conservation des levains et
de la fabricatior{fAnonyme, 1995).

Notons que la saveur caractéristique du yaourt, due a la production du diacétyle et de
I’acétaldéhyde et qui est recherchée dans les produits type « nature », est en partie masquée

dans les yaourts aromatiseés.
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2-2-2-4 Activitétexturante :

La texture et I'onctuosité constituent, pour le consommateur, d'importants éléments
d'appréciation de la qualité du yaourt. Certaines souches bactériennes produisent, a partir du
glucose, des polysaccharides qui, en formant des filaments, limitent 'altération du gel par les
traitements mécaniques et contribuent a la viscosité du yaourt.

L’augmentation de la viscosité du yaourt est en général attribuée a la production d’exo
polysaccharide (EPS) qui, selon une étude portant sur plusieurs souches serait essentiellement
composée de rhamnose, arabinoseetmariBobmidt etal., 1994).

I1 est couramment admis que la production des EPS est le résultat de I’action exercée
parSt. thermophilusMais, d’aprés Tamime (1999) Lb. bulgaricuspossede une aptitude a

produire des EPS composés de galactose, glucose, rhamnose a des rapports de 4/ 1/ 1.

2-2-3Comportement associatif des deux souches :

St. thermophilust Lb. bulgaricus se développent en association (appelée
protocoopération) dans des cultures mix(Bgure2) ayant un intérét a la fois d’ordre
technologique et nutritionnel.

Ces bactéries, par leur activité acidifiante, ont un effet bénéfique du point de vue
gualité hygiénique du produit. En paralléle, elles engendrent des produits secondaires qui
contribuent a la qualité organoleptique du yaourt. D’un point de vue nutritionnel, I’activité
fermentaire de ces espéces lactiques favorise une solubilisation des différents constituants du

lait, améliorant ainsi leur biodisponibilif€ourtin et al, 2002 ; Ngounou eal., 2003).

Acide lactique

Petits peptides
Acides aminés

I Acide formique

b 4+

» a aaa

S. thermophilus l L. bulgaricus

>

Lactose

Production
Stimulation
Inhibition

Figure 2. Interactions de Sreptococcusthermophilus et Lactobacillus bulgaricus
en culture mixte dans le lait (Mahaut et al., 2000)
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3Les différents types de yaourt :

En technologie, trois types de yaourts, différents selon la consistance ou non du gel
formé peuvent étre fabriqués : yaourts liquides (ou a boire), brassés ou fermes.

Le yaourt « & boire » ou liquide est battu apres avoir été brassé puis conditionné et
stocké au froid. Le yaourt « brassé » est préparé en vrac. Le caillé subit un brassage puis
refroidissement avant d’étre conditionné en pots qui seront stockés au froid. Le yaourt
«fermey est conditionné en pots aprés mélange des ingrédients, passage a 1’étuvage a 45°C

puis en chambre froide pour arrélfecidification.

4 Technologie du yaourt :

La fabrication du yaourt, méme si elle est connue depuis des temps trés lointains,
demeure un procédé assez complexe et en perpétuelle évolution car, il integre a chaque fois
les connaissances et les progrés réalisés dans des domaines variés tels : la biologie
moléculaire et cellulaire, la chimie, la biophysique . . . etc.

Les étapes de fabricatidfigure3) peuvent différer selon qu’on a affaire a un yaourt
« étuvé » dont la fermentation se fait aprés conditionnement en pots et le yaourt « brassé »,
dont la fermentation se fait en cuve. Le coagulum obtenu dans ce dernier cas est dilacéré et
brassé pour étre rendu plus ou moins visqueux, puis conditionné en pots.

Globalement, nous distinguons dans le processus d’élaboration les étapes énumérées
ci-dessous :

4-1 Standardisation du mélange :

La matiere premiéere utilisée (lait frais, lait recombiné, mélange des deux) doit étre de
bonne qualité microbiologique, exempte d'antibiotiques ou autres inhibiteurs et parfaitement
homogeénéisée.

La teneur en matiére grasse du yaourt est variable. Généralement, elle est ajustée de
sorte que le produit entre dans I'une des catégories ci-apres :

- Yaourt entier : au minimum 3 % (en poids) de matiére grasse ;
- Yaourt partiellement écrémé : moins de 3 % de matiére grasse ;
- Yaourt écréemeé : au maximum 0,5% de matiére grasse.

L'hnomogénéisation (a des pressions de 250 atmospheres) réduit le diametre des
globules gras et permet ainsi une meilleure dispersion de celle-ci dans le produit, limite sa
remontée au cours de I’incubation et donnent une consistance plus uniforme au yaourt

fabriqué(Litim, 1984).

10
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La consistance et la viscosité du yaourt sont pour une grande partie sous la dépendance
de la matiere séche du lait. La matiere grasse confere de l'onctuosité, masque l'acidité et
améliore la saveur. Les protéines améliorent la texture et masquent aussi l'acidité. Selon le
code des recommandatioR&O/OMS (1975) la teneur minimale en matiere séche laitiere

non grasse doit étre de 8,2 % (en poids) quelle que soit la teneur en matiére grasse.

4-2 Traitement thermique :

Lorsque la préparation du lait terminée, celui-ci est soumis alors a un traitement
thermique de pasteurisation (de 94 a 96°C pendant 3 a 5 minutes).

Ce traitement a pour but de:
- Détruire les micro-organismes pathogénes pouvant étre présents et la plus grande partie de la
flore banale. Il permet aussi la suppression éventuelle d'inhibiteurs naturels et la stimulation
des bactéries par l'apparition de facteurs de croissance ;
- Provoquer un déplissement par dénaturation partielle des protéines solubles et leur fixation
sur les caséines. Cet effet a pour conséquence d'augmenter les capacités de rétention d’eau du
yaourt entrainant la modification des propriétés rhéologiques du coagulum acidifi¢. Le caillé
devient plus ferme et la tendance a l'expulsion de sérum au cours du stockage est réduite.
Avec ce traitement, le yaourt brassé présente une structure plus homogene et visqueuse
(Anonyme, 1995).

Immédiatement apres le traitement thermique, le lait reconstitué est refroidi & une

température de 6°C puis stocké dans des tanks pour étre, par la suite ensemencé.

4-3 Ensemencement :

Elle se fait a l'aide d'un levain comprenant exclusivement chacune des deux bactéries
spécifigues du yaourt : Streptococcus salivarius subsp. thermophilys et
Lactobacillusdelbrueckiisubsp. bulgaricusa culture utilisée est ensemencée a raison de 2%.
Une bonne agitation est nécessaire pour rendre parfaitement homogene le mélange

lait/ferment.

4-4Réchauffage :
Le lait reconstitué ainsi ensemencé est amené a une température généralement voisine
de 45 °C par passage a travers des réchauffeurs a plaques. La température optimale de

développement du Streptocoque est de 42- 45°C ; celle du Lactobacille de 47 -50°C.

11
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Selon les régions, les consommateurs préferent des yaourts plus ou moins acides et

plus ou moins aromatiques. Les caractéres recherchés dépendent des souches utilisées et de la

bY

température d'incubation. En abaissant celle-ci de 1 a 3°C (42-44°C), on favorise le

développement du streptocoque et donc la production d'arbme. Si en l'augmentant légerement

(45-46 °C), on favorise le lactobacille et donc la production d'acide.

|

Standardisation du mélange Mélange des ingrédients :
Eau, P.L 26% MG
l PL 0% (« medium heat »)
T°, de reconstitution : 18-25°C
Filtration
Homogénéisation
: l : Pasteurisation
Tranemcm_thenmque 94.96 /Smn
Refroidissement Température de
‘ refreidissement : 6°C
Inoculation

« Yaourt étuvé »

v h 4
T:’;zf:‘g* Réchauffage Fermentation en
cuve
A 4 ‘
Conditionnement Refroidissement
¥
Fermentation en l
pots
‘ Conditionnement
Tempéramre}
435°C Refroidissement PL : poudre de lait ;

MG : mati re grasse

« Yaourt brassé »

Figure 3.Diagramme des principales étapes de fabrication du yaourt.

12



Partie 1: Etude Bibliographique Chapitre | : Présentation du yaol

4-5 Etuvage brassage :
Selon la nature du yaourt a fabriquer, on procede soit a une incubation au niveau des
chambres chaudes (dans le cas du yaourt ferme) ou a une fermentation en cuve (dans le cas

d’un yaourt brassé).

4-5-1 Phasal’incubation (étuvage) :

Dans le cas des yaourts étuvés (dit aussi en pot, fermes ou traditionnels), le lait
ensemenceé est rapidement réparti en pots en plastique (poly-vinyl). Dans le cas des yaourts
sucrés, aromatisés, aux fruits, a la confiture... etc., I'apport des additifs se fait avant le
remplissage des pots.

Apres le capsulage (fermeture étanche par une membrane en aluminium), les pots sont
acheminés vers une chambre chaude pour incubation qui dure environ de 2 a 3 heures.

L'acidification dépend de la température et de la durée d'incubation. Les pots sont
maintenus dans I'étuve jusqu'a l'obtention d'une acidité de 0,75 (au minimum) a 1% environ
d'acide lactique, soit 75 a 100° Dornic. Le caillé obtenu dans ces conditions doit étre ferme,
lisse et sans exsudation de sérum.

Une fois I’acidité attendue est atteinte, les pots de yaourts sont alors immédiatement
sortis des locaux d’étuvage, refroidis le plus rapidement possible a la température de +4°C, ce
qui a pour but d'arréter l'acidification par inhibition des bactéries lactiques. Les pots sont
ensuite stockés a cette température pendant 12 a 24 heures pour augmenter la consistance du

produit sous I’effet du froid.

4-5-2 Brassage :

En vue de fabriquer des yaourts brassés, le lait ensemencé est maintenu en cuve a la
méme température que dans le cas des pots (entre 42 et 46 °C) jusqu'a obtention de l'acidité
voulue. On procéede par la suite au découpage et au brassage du caillé pour le rendre onctueux.

Ce traitement, qui doit se faire avec précaution pour ne pas induire des transformations
indésirables, a pour but de rendre le caillé onctueux. Il doit étre réalisé avec précaution en
optant par I'un des procédés suivants :

- Agitation mécanique a l'aide d'un brasseur a turbine ou a hélice ;

- Passage du gel a travers un tamis ;

13
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- Homogénéisation a basse pression.

Une fois ce traitement opéré, le caillé est immédiatement et rapidement refroidi a une
température inférieure a 10 °C. La réfrigération dans le tank se fait trop lentement et peut
provoquer une sur acidification. C’est pour cette raison qu’elle doit étre réalisée par passage
dans un échangeur-réfrigérant a plaques ou tubulaire. Le brassage du caillé au cours de la
réfrigération améliore I'onctuosité du produit.

Le yaourt est ensuite conditionné en pots et conservé entre 2 a 4°C. L'addition
éventuelle d'arébmes, de pulpes de fruits, etc., se fait au moment du remplissage des pots.

Notons que le yaourt a boire se différencie du brassé par son état liquide qui l'assimile
a une boisson. Sa fluidité est obtenue par une diminution de la teneur en matiére séche. Le
brassage, effectué par passage a 'homogénéisateur sous pression inférieure a 50 atmosphéres,

donne une viscosité inférieure d'environ 50 % a celle obtenue par brassage mécanique.

4-6 Conservation des yaourts :

Préparés selon une technologie rigoureuse et dans des conditions hygiéniques strictes,
ces produits peuvent se conservés environ 3 semaines jusqu’a la vente au consommateur sous
réserve d'étre maintenus au froid (entre 4 et 8°C).

Si le maintien des yaourts au froid empéche la multiplication bactérienne, il n‘arréte
pas completement leur activité métabolique. Bien que lente, la production d'acide lactique se
poursuit. De plus, des enzymes hydrolysent les protéines avec, comme conséguences, une
diminution de la fermeté et de la viscosité et I'apparition de peptides a go(t amer. Pour ces
raisons, on procede parfois, quand la réglementation le permet, a un traitement thermique

apres la fermentation.

5 Qualités du yaourt :
5-1 Aspects physico-chimiques :
Le yaourt doit répondre aux caractéristiques suivantes :
- Couleur franche et uniforme ;
- Godt franc et parfum caractéristique ;

- Texture homogéne (pour le yaourt brassé) et ferme (pour le yaourt étuvé).

5-2 Aspects hygiéniques :

Selon la norme nationale d©98, N°35parue au Journal Officiel, les yaourts ne
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doivent contenir aucun germe pathogene.

Le traitement thermique appliqué sur le lait avant fabrication du yaourt est suffisant

pour détruire les micro-organismes non sporulés pathogenes ou non. Leur présence dans le

yaourt ne peut étre que de maniére accidentelle. Le pH acide du yaourt le rend hostile aux

germes pathogénes, comme pour la plupart des autres germes indésirables.

Les levures et les moisissures peuvent se développer dans le yaourt. Ces derniéres

proviennent pringpalement de 1’air ambiant dont la contamination se situe au stade du

conditionnemenLarpent et Bourgeois, 1989).

5-3 Défauts et altérations du produit

Comme 1’¢laboration du yaourt fait intervenir plusieurs étapes clés ou la fermentation

et la formation du gel doivent étre minutieusement dirigées et surveillées, il est fréquent que

des altérations de gofit, d’apparence et de texture (résumés dand'lbleau 1) apparaissent et

dont certaines sont préjudiciables a la qualité finale du pr@duguet, 1985).

Tableau 1.Principaux défauts rencontrés dans la fabrication des yaourts

A)
Nature Causes
Amertume Trop longue conservation ;
Activité protéolytique trop forte des ferments ;
Contamination par des germes protéolytiques.
Goiit levuré, fruité, | Contamination par des moisissures ;
alcool Fruits de mauvaises qualités pour les yaourts aux fruits.
Goiit plat, absence | Mauvaise activité¢ des levains (déséquilibre de la flore, incubation trop courte
d’aréome ou a trop basse température), teneur en matiére séche trop faible.

Manque d’acidité

Mauvaise activité des levains (taux d’ensemencement trop faible, incubation |

trop courte ou a basse température, inhibiteurs dans le lait, bactériophages).

Trop d’acidité

Mauvaise conduite de la fermentation (taux d’ensemencement trop fort,
incubation trop longue ou a température trop €levée ;
Refroidissement pas assez poussé, trop lent ;

Conservation a trop haute température.

Rancidité | Contamination par les germes lipolytiques et traitement thermique trop faible. |
Goiit farineux, de | Poudrage trop poussé.

poudre

Goiit oxydé Mauvaise protection contre la lumiére (pots en verre surtout) ;

Présence de métaux (fer, cuivre)

Goiit de cuit

Traitement thermique trop sévére.

Goiit aigre

Mauvaise conduite des levains (contamination par une flore lactique sauvage |

— coliformes).

Goiit graisseux

Teneur en matiére grasse trop élevée.
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(B)

Nature

Causes

Déculottage

Agitation ou vibration pendant le transport faisant suite & un refroidissement
mal conduit en chambre froide (pour le yaourt ferme).

Manque de fermeté
(pour yaourt étuveé)

Ensemencement trop faible ; Mauvaise incubation (temps et ou température
trop faible) ; Agitation avant compléte coagulation ; Matiére séche trop faible.

Trop liquide (pour le

Brassage trop violant ; Mauvaise incubation (temps trop faible) ; Matiére séche

yaourt brassé) trop faible ; Mauvais ferments (pas assez épaississants) ; Fruits ou arémes pas
assez concentrés.

Trop filant Mauvais ferment (trop filant) ; Température d’incubation trop faible.

Texture sableuse Chauffage du lait trop important ; Homogénéisation a température trop élevée ;
Poudrage trop fort ; Mauvais brassage ; Acidification irréguliére et trop faible.

Texture granuleuse | Mauvais brassage ; Teneur en matiére grasse trop élevée ; Mauvais choix des
ferments.

©
Nature Causes
Décantation, synérése | Suracidification ou post acidification (mauvaise conduite de la fermentation) ;

Température trop ¢levée pendant le stockage ;

Conservation trop longue ;

Refroidissement trop faible ;

Agitation trop poussée et admission exagérée d’air (pour le yaourt brassé) ;
Mauvaise adjonction des fruits ou des pulpes de fruits ;

Agitation des yaourts (yaourt ferme) ;

Teneur en matiére séche trop faible.

Production de gaz

Contamination par des levures et des coliformes.

Colonies en surface

Contamination par des levures et moisissures.

Couche de créme

Mauvaise ou absence d’homogénéisation.

homogénéisé

Produit sur le | Mauvaise manutention.
couvercle
Produit non | Mauvaise agitation (dans le cas des yaourts aux fruits).

Chapitre | : Présentation du yaol
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5-4 Qualité organoleptique :
5-4-1 Gélification acide :

Les structures principales impliquées lors de la gélification acide du lait sont les
micelles de caséines. Lors de la baisse du pH, due a la fermentation lactique, les micelles de
caséines subissent des changements substantiels. Le déplacement de 1’équilibre acido-basique
entraine une diminution progressive de la charge ionique des micelles qui devient nulle. En
parallele, une solubilisation du phosphate de calcium micellaire est observée, entrainant la
dissolution de la structure micellaire. Le pH auquel commence la gélification du lait dépend

de la température et des prétraitements thermi@uasimeet Robinson, 1985).

L’abaissement du pH par acidification entraine une déminéralisation progressive des
micelles de caséines. Celleis-vont s’associer entre-elles par formation de liaisons
hydrophobes, hydrogéenes et électrostatiques pour former un réseau protéique ratenant |
phase aqueuse. A un pH inferieur au point isoélectrique (pH=4,6), les micelles qui floculent,
précipitent, du fait de leur densité, et le réseau formé se stabilise et n’évolue pratiquement

plus.

Les études réalisées sur la microstructure du gel ainsi formé montrent que celle-ci
dépend de plusieurs facteurs dont la concentration en matiere(Setlkeda etal., 1998 ;
Van marle, 1998) la méthode d’enrichissement du lait (Tamime etal., 1984) le traitement
thermique subfKessler, 1998kt enfin, la nature des souches bactériennes utilisées et de leur
capacité a synthétiser des polysaccharides exocellulaires (EPS) capables d’augmenter la

viscosité du gefHassan efal., 1995).

Ainsi, les travaux d&essler (1998)montrent que les micelles de caséineseisd’un
yaourt fabriqué a partir de lait chauffé forment des chainettes bien liées entre elles ; tandis
qu’elles forment des agrégats dans un yaourt fabriqué a partir du lait non chauffé (figure 4).
Cette différence est essentiellement due au comportetadatp-Lactoglobuline (protéine
sérique majoritaire) qui a la propriété de former un complexe protéique avec la caséine kappa
(Dalgleish, 1990).

5-4-2 Comportement rhéologique :

La transformation du lait en yaourt s’accompagne aussi d’un changement des
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propriétés rhéologiques en passant d’un liquide a un gel a destruction non réversible.

Les additifs et les étapes du procédé de fabrication jouent également un réle sur ce

comportemen(Paci kora, 2004).

Yaourt
j-lactoglobuline
?é aide » >
6\0
0“3\‘
S
Micelles C%) Agrégation
de caséines

Ss,,

e,

sy acide

}« o _acide {CD ;

Figure 4. Effet du traitement thermique sur la microstructure du yaourt (Kessiér £998)

La connaissance précise de ce comportement rhéologique est nécessaire pour la
conception et le dimensionnement des installations de transformation. Elle permet également

d’appréhender la texture des produits finis.

Le yaourt est défini comme un fluide viscoélastique. Il posséde donc a la fois les
propriétés visqueuse d’un liquide et les propriétés €lastiques d’un solide. Le comportement
rhéologique du yaourt est de type non newtonien, dans ce sens ou la viscosité du produit

dépend de la vitesse de cisaillement ou de la contrainte exercée.

La loi de Newton s’écrit :

u=t /vy =constante

u= viscosité (Pa.s),
T =contrainte de cisaillement (Pa),
y = vitesse de cisaillement (s-1).
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Dans le cas des yaourts, la viscosité diminue quand la vitesse de cisaillement
augmente. On parle dans ce cas de viscosité apparente a une vitesse de cisaillement donnée.

Différents appareils de laboratoire sont utilisés pour caractériser les propriétés
rhéologiques, a savoir le viscosimetre Brook-field, le rhéométre rotatif, les pénétrometres ou

encore 1’entonnoir de Posthumus.

Généralement, les viscosimetres permettent de mesurer uniguement les propriétés
visqueuses (viscosité apparente), tandis que les rhéometres mesurent les propriétés
viscoélastiques. En fonction de la géométrie du module de mesure, des contraintes ou des
vitesses de cisaillement appliquées, les analyses réalisées déstructurent plus au moins le gel

lactique.

5-4-3 Propriétés et analyses sensorielles :
5-4-3-1 Propriétés organoleptiques :

L’analyse sensorielle constitue une approche indispensable a I’évaluation de la qualité
organoleptique d’un produit alimentaire. Etroitement associée a la caractérisation des
propriétés physicehimiques, elle peut étre un outil d’aide a la maitrise de la qualité et la

formulation des produits transformés.

La qualité¢ organoleptique des aliments regroupe les propriétés d’un produit
perceptibles par les organes des sens (nt®®e5492,1992 Nous développerons ci-apres
seulement les aspects liés aux sensations en bouche percues par le panel entrainé lors de la

consommation du produit a savoir : I’odeur, le goit et la texture.

L’odeur et I’ardbme sont perceptibles par 1’organe olfactif. Pour I’ardme « yaourt »,
I’acétaldéhyde est considéré comme le principal composé d’ardme, mais la 2, 3 pentanedione,
le dimethylsulfure, le limonéne et I’undecanal ont également un impact (Imhof et al., 1994)
Par ailleurs, de nombreuses notes aromatiques supplémentaires peuvent étre apportées au

yaourt par ajout de composés d’arome et de préparation de fruits.

La saveur correspond a la sensation pergue par I’organe gustatif lorsqu’il est stimulé
par certaines substances solubles. Le yaourt est caractérisé par une saveur acide due a la

présence d’acide lactique. D’autres saveurs, mais moins intenses, sont les saveurs sucrée et
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amere. La saveur sucrée est due a la présence du lactose non hydrolysé et du galactose produit
au cours dda fermentation. Elle peut étre renforcée par ’ajout du saccharose. La saveur
amere, considérée indésirable, est due aux peptides améres produits par certains ferments ou a

une contamination par des germes protéolytigBémderis et al., 1992 ; Weber, 1994).

La texture est définie comme I’ensemble des propriétés mécaniques, géométriques et
de surface d’un produit, perceptibles par les mécanorécepteurs, les récepteurs tactiles, et

éventuellement les récepteurs visuels et auditifs.

Les propriétés mécaniques sont celles liées a la réaction du produit a une contrainte.
Elles sont subdivisées en cinq caractéristiques primaires : dureté, cohésion, viscosité,

élasticité et adhérence.

Les propriétés geométriques sont celles liées aux dimensions, a la forme et
I’arrangement des particules dans un produit. Les propriétés de surface sont celles liées aux

sensations telles que celles produits par I’eau et la matiere grasse.

Enfin, la texture en bouche des yaourts est caractérisée le plus fréquemment par le
caractere épais, nappant et « mouthfeel » qui est une sensation relative a la densité et la
viscosité. Elle est faible pour les produits liquides et importante pour les produits qui

replissent et restent en bouche.
5-4-3-2 Analyse descriptive quantitative :

L’analyse sensorielle met en ceuvre le sujet comme « instrument de mesure ». Son but
est de décrire la nature des perceptions et de quantifier leur intensité, de maniees artonn

carte d’identité du produit précise, reproductible et compréhensible par tous.

Barthelemy (1998)définit 1’analyse descriptive comme : «la recherche d’un nombre
minimum de descripteurs qui permettront de donner le maximum d’informations sur les
propriétés sensorielles du produit a analyser ; la mesure de I’intensité de la sensation percue
pour chacun des descripteurs choisis ; la construction du profil du produit a 1’aide de

I’ensemble des descripteurs quantifiés ».

L’application de cette méthode passe par les étapes clés de sélection du jury, de choix
des descripteurs, de chalx I’échelle de notation, d’entrainement des sujets et le contréle des

performances, d’organisation des séances et la compilation des résultats.
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5-4-3-2-1Sélection du jury :

La littérature répertorie quatre criteres sur lesquels doit porter la sélection
(Lesschaeve, 1997)
- Les aptitudes sensorielles : sensibilité normale, capacité discriminative,
aptitude a décrire les sensations percues, capacité a analyser des aliments
complexe, aptitude a mémoriser et a reconnaitre les arémes,
- La personnalitélu sujet, sa motivation a participer a 1’étude,
L’état de santé du sujet, le suivi d’un régime alimentaire spécifique ou

I’existence d’allergies particulieres,

- Enfin la disponibilité du sujet.
5-4-3-2-2 Choix des descripteurs :

Les descripteurs doivent répondre aux criteres de pertinence, précision, pouvoir
discriminant, exhaustivité et éventuellement indépendévieeLeod etal., 1998) Le choix
des descripteurs peut étre effectué selon une des trois procédures suivamatelste
préétablie est imposée aux sujets, la liste est élaborée par les sujets ou une combinaison des

deux procédures précédentes.

5-4-3-2-3L’échelle de notation :

L’échelle de notation permet de quantifier I’intensité des perceptions. Les échelles
d’intensité les plus souvent utilisées sont : ordinale (classement), d’intervalle, structurée en
catégories numeriques ou non structurées et de rapport. Les différentes expérimentations
réalisées pour comparer plusieurs types d’échelle donnent des résultats contradictoires. Elles
ne permettent pas d’établir, de facon évidente, la supériorité d’une échelle sur une autre

(Montet, 2001).
5-4-3-2-41.’entrainement des sujets et le contrdle des performances :

Apres avoir choisi les descripteurs et 1’échelle de notation, les sujets sont entrainésa
leur utilisation. L’entrainement consiste & homogénéiser la valeur sémantique des termes
utilisés par le jury et a déterminer les protocoles de dégustation. Il est également utile
d’¢laborer un lexique définissant chacun des termes employés. Des références externes

concretes représentant le descripteur peuvent étre fournies aux sujets afin de les aider a crées
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les concepts sensoriels asso¢Marray et al., 2001).
5-4-3-2-5 Organisation des séances :

Le principe de base qui régit 1’environnement de toute mesure sensorielle est
I’obtention de la part du sujet d’une réponse qui ne dépend que du stimulus et qui, par
conséquent, ne soit pas biaisée par I’environnement (Stringler, 1998) Tous les facteurs
extrinséques au produit (température, quantité présentée, récipient, ...etc) doivent étre

absolument constants.

Les échantillons sont codés avec des nombres a trois chiffres pris au hasard et sont
présentés aléatoirement. lls peuvent étre présentés simultanément ou de facon monadique
c'est-adire 1’un aprés 1’autre. Dans le premier cas, 1’évaluation de chaque produit est relative
aux autres produits évalués. Dans le deuxiéme cas, le sujet note dans 1’absolu en faisant appel

aux références construites lors de ’entrainement.

Dans le cas d’une évaluation monadique des produits, 1’ordre de leur dégustation peut
induire des artefacts dans le jugement des sujets dus a des effets de rang et ({Eatport
2001). Par exemple, il a été constaté lors de nombreuses études que le produit évalué en
premier a tendance a étre swké par rapport aux produits évalués aux rangs suivants. L’effet
de report provient du ou des produits précédant le produit évalué. Il apparait donc tres
important d’équilibrer le plan de présentation des produits par rapport a ces effets. Différentes
possibilités existent : ordre de présentation aléatoire, plan en carrés latin@lefe.et al.,
1989).

22



Partie 1: Etude Bibliographique Chapitre Il : Les Polyphénols

Chapitre 1l : Les Polyphénols :
1- Généralités biochimiques :

Les composés phénoliques sont des molécules qui appartiennent au métabolisme
secondaire des plantes. Les polyphénols constituent un groupe important de métabolites
secondaires, environ 10.000 composés ont été caractérisés jusqu'a aujourd'hui. La plupart des
molécules phénoliques sont formées a partir de deux acides aminés aromatiques la tyrosine et
surtout la phénylalanine. Ces acides aminés sont formés de facon variable suivant les
végétaux(Guignard, 2000).

Les polyphénols sont des molécules trés diversifiées, constituées d'un ou plusieurs
cycles benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles, Les formes les plus
simples sont représentées par deux principaux groupes qui dérivent de nombreux composes :
les acides hydroxy cinnamiques et les flavonoides, ces derniers sont des compesés en C
Ce, qui renferment plusieurs milliers de molécules pouvant étre regroupées en plus de dix
classes, induisant une nomenclature complexe. lls sont issus du para-coumaroyl CoA et de 3
molécules de malonyl-CoA qui forment I'nydroxychalcone comprenant 2 noyaux benzéniques
(Macheix et al., 2005).

2. Localisation et réle dans les plantes :

A niveau de la cellule, les composés phénoliques sont principalement répartis dans
deux compartiments : les vacuoles et la paroi. Dans les vacuoles, les polyphénols sont
conjugués, avec des sucres ou des acides organiques, ce qui permet d'augmenter leur
solubilité et de limiter leur toxicité pour la cellule. Au niveau de la paroi, on trouve surtout de
la lignine et des flavonoides liés aux structures pariétales.

Les composés phénoliques sont synthétisés dans le cytosol. Une partie des enzymes
impliquées dans la biosynthése des phénylpropanoides est liee aux membranes du réticulum
endoplasmique, ou elles sont organisées en métab@ldimkel, 2004 ; Macheix et al,

2005).

D'autres organites du cytoplasme, comme des vésicules golgiennes ou des
chloroplastes, peuvent participer a la biosynthese des composés phénoliques mais ce ne sont
pas des lieux d'accumulatigilacheix etal., 2005).

Au sein méme des feuilles la répartition des composés est variable, par exemple les
anthocyanes et les flavonoides sont majoritairement présents dans [I'ép{demess-
Barberan et Espin, 2001 ; Cheynier et Sarni-Manchado, 2006).es composés phénoliques

interviennent dans un grand nombre de processus physiologiques chez la plante et dans les
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interactions avec leur environnement, leur structure leur conférant des fonctions tres
spécifiguegDesjardin, 2008).

Par ailleurs, les composés phénoliqgues peuvent avoir un role de Gigeatter,
2006) ; des flavonoides permettent par exemple la mise en place de la symbiose entre des
fabacées et des bactéries, ce qui permet a ces plantes de fixer directement l'azote
atmosphérique. lls participent aux phénomenes de pollinisation puisqu'ils sont responsables
de la coloration des fleu{Macheix et al, 2005).

De plus, les flavonoides ont un réle de filtre contre le rayonnement UV, ce qui
explique leur localisation dans les tissus exter(@euld et Lister, 2006) Enfin, les
flavonoides comme les dérivées hydroxy cinnamiques jouent un réle important dans la

résistance des plantes aux stress environnemefwaalion et Brown, 1999).
3. Classification des composés phénoliques :

D’aprés Harbone (1994) les polyphénols sont classés en fonction de leur squelette
carbonée en quatre principales clagSesbleau 1) de méme qu’ils peuvent étre classés en
trois groupes selon leurs répartitians
e Les composés phénoliques largement répondus.
e Les composés phénoliges peu répondus (exenipltathécol et I’acide caféique).

e Les composés phénoliques présents dans la nature sous forme de polyméres.
Tableau 2.Classification des polyphénols selon le nombre d’atomes de carbone (Harbone, 1994).

Nombre de

Squelette de base Classe Exemple
carbone
6 Cs Phénols simples Catéchol
Benzoquinones
7 Ce-C1 Acides phénoliques p-Hydroxybenzoique
Salicylique
8 Ce-Co Acétophénone p-hydroxyphénylacétique
Phénylacétiqgues acides
9 Ce-Cs Acides hydroxy-cinnamique Caféique, férulique
Phényle propénes coumariqu Eugénol
Isocoumarique Chromone
10 Ce-Ca Nafthoguinone Plumbagin
13 Cs-C1-Cs Xanthone Mangiférine
14 Ce-C2>-Cs Stilbenes Anthraquinones Acide coumarique
18 (Ce-Cs)2 Ligans Podophyllotoxine
30 (C6-C3-Co)2 Biflavonoid Amentoflavone
n (Ce-C3) n; (Ce) n; Lignines ; Catécholmélanine
(Ce-Cs-Ce) N Flavolans (Tanins condensés
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3.1. Composeés phénoliques largement répondus :
3.1.1 Flavonoides

Comme le laisse supposer, sa dénomination historique (duflatins,= jaune). Ce
groupe est tres important et tres étendus et comprend des composés de couleur jaune. Les
flavonoides sont des composés polyphénoliques présents dans les végétaux et plus de 4000
différents types de flavonoides ont été dégkisliman, 1997).

D’aprés Shahidi et Naczk (1995) les flavonoides appartiennent aux groupes des
phénols qui ont un squelette de base diphényle-propar€:{Cs). Avec différents niveaux
d’oxydation au centre du cycle pyrane (figure 5), et la plupart des flavonoides se trouvent
sous forme d’aglycones liés a des glucosides. Ces constituants glycosidiques sont fixés aux
groupes hydroxyles du cycle A et plus fréquemment a la position 3 de I’hétérocycle (Richter,

1993).

Parmi les flavonoides présentant le plus intérét, nous citerons :
3.1.2 Les anthocyanes :

Les anthocyanes sont des pigments, qui par suite de leur ionisation, présentent des
couleurs différentes pour divers pH, de rouge orange en milieu acide au bleu mauve en milieu
alcalin ; et dans certain cas forment des complexes avec les r(iéiehber, 1993).

Les anthocyanes se trouvent dans la plupart des espéces de plantes et plus de 200
anthocyanes différents ont été identifiés dans les plantes environ 70 dans | s).

La plupart des anthocyanes sont des produits comme monoglycosides et diglycosides
de pelargonidine, cyanidine, malvidine et peonidBieahidi et Naczh, 1995).

Les anthocyanes dérivent du phenyl-2-benzopyrylium ou flavylium et le cation
pyrilium est un ion oxonium dans lequel I’atome d’oxygene tétravalent est chargé
positivement ressemblants a une structure qui rappelle celle de l'azote dans les ions
ammoniums et dans le cas du pyrilium ; alors que le caractére aromatique est di a la présence
de doublesiaisons conjuguées responsables de la stabilité de la mo(édisgani et Maata,

1998).

lIs sont présents dans la nature sous forme hétérosidiques ou anthocyanidines,

cependant le nombre d’aglycones, ou I’anthocyanidines est assez limité (Ribereau etal.,

1968).

3.1.3 Flavones et flavonoles :
En généraleek flavonoles de teinte jaune sont caractérisés par la présence d’un

groupement carbonyle en position 4 et d’un groupement glucidique est le plus souvent relié en
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position 7. Parmi les flavonoles les plus répandus, on trouve essentiellement le quercétol et le
myricetol.

Les flavones proprement dites ont un role moins important que le flavonoles, et les
flavones se trouvent dans les plantes sous forme O-glucoside. La seule différence entre les
flavones et les flavonoles est la présence de groupe hydroxyle @em€ les flavonoles qui

peut étre considéré comme trois hydroxy flavorfblertog etal., 1992).

Figure 5. Structure de base des flavonoides

Figure . Structure de base des anthocyanes

4 Intéréts des composés phénoliques :
4-1 Role nutritionnel et thérapeutique :

Les polyphénols sont probablement les composés naturels les plus répandus dans la
nature et de ce fait, sont des éléments qui partic de 1’alimentation animale. A titre
d’exemple, I’homme consomme jusqu'a 10g de ces composés par jour. Ces substances sont

dotées de certaines activités resumées dans le tdblaleau 3)
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Tableau 3 Activités biologiques des composés phénoliqiaorun, 1997).

Polyphénols Activités
Acides phénols (cinnamiques e Antibactériennes
benzoiques) Antifongiques
Antioxydantes
Coumarines Protectrices vasculaires
et Anticedémateuses
Antitumorales
Anticarcinogenes
Flavonoides Antiinflammatoires
Hypotenseurs et diurétiques
Antioxydantes
Anthocyanes Protectrices capillaro-veineux
Proanthocyanidines Effets stabilisants sur le collagene
Antioxydantes
Antitumorales
Antifongiques

Antiinflammatoires
Tanins galliques et catéchiques Antioxydantes

Un trés grand nombre de données expérimentales plaide aujourd’hui en faveur
d’implication des polyphénols dans la prévention des maladies dégénératives telles que les
cancers, les maladies cardio-vasculaires, ostéoporoses et/ou les maladies inflammatoires
(Rock, 2003).

4.2 Role physiologique

Des travaux trés anciens ont montré que les phénols seraient associés a de nombreux
processus physiologiques : croissance cellulaires, différenciation, organogenése, dormance
des bourgeons, floraison et tubérisation.

Les flavonoides sont des pigments responsables de la coloration des fleurs, des fruits
et des feuilles, ils sont universellement présents dans la cuticule foliaire et dans les cellules
épidermiques de feuilles, ils sont susceptibles d’assurer la protection des tissus contre les

effets nocifs des rayonnement¥ ((Alibert et al., 1977).

4.3 Rdle technologique :
Généralement, les polyphénols sont partiellement responsables des qualités
sensorielles et alimentaires des aliments végétaux. L’astringence et I’amertume des

nourritures et des boissons dépendent de la teneur en polyptiermyalsi etal., 2003).
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5. Mode d’action des polyphénols :

L’action des polyphénols sur les cellules des microorganismes est basée sur une
multiplicit¢ d’influences individuelles. Celles-ci n’incluent pas seulement un mécanisme
physique et physico-chimique mais aussi une réaction biochimique.

Globalement, I’action antimicrobienne peut étre expliquée par les étapes suivantes :

= Influence sur les parois cellulaires,

= Influence sur I’ADN,

» Influence sur synthése des protéines,
= Influence sur ’activité des enzymes.

Les polyphénols considérés comme des substances lipophiles agissent sur la cellule en
perforant la membrane cellulaire. Cette perforation augmente le flux des protons vers
I’intérieur de la cellule ce qui accroit le besoin en énergie (Luck et al., 1995).

Les difféerences dans le contenu des lipides de la paroi cellulaire expliquent la
différence du degré de I’activité inhibitrice entre les bactéries gram négatif et gram positif ou

ce degré est plus élevé.
Les dérivés de 1’acide benzoique sont les plus efficaces principalement contre les

levures et moisissures.
L’activité antimicrobienne exigane certaine solubilité dans I’eau et dans les lipides.
La croissance des microorganismes n’est pas possible que dans une phase aqueuse

uniquement et la substance antimicrobienne doit étre hydrosoluble afin de traverser la paroi

de la cellule.
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Chapitre 11l : Généralité sur les especes de la Menthe poivrée

1. Généralités :

La phytothérapie est, au sens étymologique, « la thérapeutique par des plantes » ; elle
utilise les plantes ou les formes immédiatement dérivées des plantes en excluant les principes
actifs purs issus de celles-ci. Elle correspond au traitement des pathologies bénignes par les
plantes médicinales. C’est une thérapeutique familiale, de conseil et d’automédications a
visée symptomatique, parfois préventive. Les plantes sont consommeées en 1’état (tisane) ou
aprés transformation (poudre, extrait, teintures et souvent dans des médicaments a base de
plantes).

La phytothérapie peut constituer une thérapie alternative a la médication moderne et

doit autant que possible tenir compte des critéres modernes d’évaluation

2. Définition :

Les plantes médicinales sont définies dans la pharmacopée comme des plantes dont au
moins une partie possede des propriétés médicamenteuses. Plus précisément, une partie de la
plante entiére est explicitement désignée comme pouvant étre utilisée en thérapeutique et est
appelée « drogue végétale peut aussi étre un exsudant de plantes ou un champignon.

Les plantes médicinales sowfnommées de manicére précise afin d’éviter les
confusions on les désigne par leur nom francais et par le nom scientifique complet (nom latins
du genre, de I’espece, suivis de 1’abréviation du nom du botaniste descripteur, complétés si
nécessaire par le nom de la variété ou du chimio type).

Cette nomenclature est employée dans ce chapitre, les tespes, « spp » ; €Sp»
signifiant respectivementespéce indéterminée d’un genre, plusieurs espéces d’un genre,

SOus espece.

On remarquera que certaines plantes médicinales ont des emplois alimentaires ou
condimentaires. Certains produits de phytothérapie ont ainsi un statut de complément
alimentaire, et doivent étre distingués des produits pharmaceutiques. Ce fait revét des

implications pratiques, notammaent termes d’emploi de qualit§Jean etal., 2013).

3. Avantages de la phytothérapie :
Malgré les énormes progrés réalisés par la médecine moderne, la phytothérapie offre

de multiples avantages, n’oublions pas que de tout temps a I’exception de ces cents derniéres
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années, les hommes n’ont pas eu que les plantes pour se soigner, qu’ils s’agissent de maladies
bénignes, rhume ou toux ou plus sérieuse tels que la tuberculose ou la Majatial’hui ,

les traitements a base des plantes reviennent au premier plan car I’efficacité¢ des médicaments

tels que les antibiotiques (considérés comme la solution quasi universelle au infections grave)
décroit, les bactéries et les virus se sont peu a peu adapté aux médicamentset leur résiste de
plus en pluglserin et al., 2001)La phytothérapie qui repose sur des remedes naturels et bien
accepté par 1’organisme, et souvent associé au traitement classique. Elle connait de nos jour
un renouveau exceptionnel en occident, spécialement dans le traitement des maladies

chroniques comme 1’asthme ou I’arthrite (Iserin et al., 2001).

4. Les Menthes :

Réput@s pour leurs saveurs affirmées, les menthes sont utilisées en cuisine, pour
préparer des infusions ou comme plante médicinale. Le ddergha fédére comporte
environ 25 espéces, mais au moins 2000 variétés, obtenus ayafidv@ur d’hybridation,

sont connuefDelachaux et niéslés, 2013).

4.1. Origines historiques :

« Menthe » est la francisation du latirenthaqui désigne «mentha » chez les romains
et « mentha ou minthéchez les grecg~rancois ,2012).

Le nom grec de la plante signifie «dont ’odeur est douce» (Delachaux et Niéslés,
2013).

Toutes les menthes sont odorantes et peuvent étre employées comme les menthes des
champs mais la puissance et la qualité de leurs parfums varie d’une espéce a ’autre. Selon
Eberhard et al (2005)différentes espéces sont employées pour leurs propriétés aromatiques

-Mentha piperita L.nm piperitala menthe poivrée

-Mentha spicata L. emend L .var crispa BENTH menthe cripue
-Mentha pulegium I.la menthe pouliot

-Mentha citrate EHRH la menthe bergamote

- Mentha suaveolens EHRHla menthe a feuille rondes.

4.2. La menthe poivrée :
Il est distingué deux especes de Menthe poivrée :
-Menthepiperita folium dont les feuilles renferment au minimum 12 ml/ kg

des huiles essentielles.
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-Menthepiperita aetberoleumdont les huiles essentielles de menthe poivrée,
renfermes 33 a 55 % de menthol, 13 & 32 % de menthone , 2,8 a 10%
d’acetate de menthyl , 3,4 a 14% de cinéole , 1 a 9% de menthofurane , 1 a
5% de limonéne dt5 a 10% d’isomenthone.

4.2.1. Classification :
Mental x piperita Lest un hybride stérile issu du croisement entre la menthe aquatisue
(M aquatica L) et lamenthe vertéM_.spicata L).
Selon leur habitat, on différencie :
-Mental x piperita L var piperita f. rubescengou piperita), menthe poivrée
foncé « black mint » ; originaire de Mitcham ; aux environs de Londres et de
loin la plus estimée ;
- Mentha x piperita L var; piperita f.palescens menthe poivrée vert clair
(White mint)(Francois,2012).

La Menthe poivrée peut étre classée comme suit :
Regne :Plantae
Division : Magnoliophyta
Classe :Magnoliopsida
Ordre : Lamiliale
Famille : Lamiaceae / labiatae (lamiacées)
Genre : Mental
Espéce :Mentha x piperita L. nm Piperita
Autre nom : Mitchan, menthe anglaise, Peppermint et en Algérie
Synonyme :Mental x piperita L. Var vulgaris SOLE.

4.3. Caractéristiques :
4.3.1. Description:

Plante vivace par son rhizome vigoureux formant de longs stolons tracgants ; les uns
aériens ; les autres souterrains. Les tigasvgo atteindre 90cm d’hauteur, sont noueuse,
guadrangulaire, souvent striées de violet foncé. Certains portent a leur partie supérieure des
poils dressés en arrieré’autres sont glabre. Des pousses latérales prennent naissance dans

I’axe des feuilles.
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Les feuilles sont opposées, écartées presque sur un plan horizontal, toujours pétiolées.
Leur limbe est allongé a ovale ou lancéolé de trois a neuf centimetre de long, poilu aw non,
bord denté en scie ou crénelé.Elle dégage par un frottement une forte odeur aromatique.

Les fleurs sont regroupées en épis terminaux, allongée et cylindrique, tres danses,
généralement interrompus a la base, elle comporte un calice gamosépales, faiblement velu,
termine par 5 dents lancéolé acuminées non concaves. Le tube du calise est parcouru
longitudinalement par 5 ou 13 nervures principales, une corole en forme d’entonnoir presque
régulier formé de quatre lobes de couleur rouge pale a rose-violet, quatre étamines saillante de
taille identique, écarté I’une de I’autre et dépassant de la corole, un ovaire super formé de 2
loges biovulées

Les fruits sont des tetrakéne avoide et arrondi au sommet, renfermant 4 graine
d’environ 2 mm de long et de couleur brun marron, la plupart des graines avorte car les
cultivars sont généralement stériles. La floraison a lieu de juillet & septembre
(Francois,2012).

4.3.2.Pays d’origine :
Il s’agit d’un hybride cultivé, provenant probablement d’Angleterre et des pays

méditerranéen@-rancois,2012).

4.3.3. Principaux pays producteurs
Les principaux pays producteurs de la Menthe poivrée sontétdgsunis, I’inde
I’Europe (en France a Milly et dans le Maine et Loire) le Canada, le Chili, I’ Argentine, le

Brésil, I’ Australie, le Japon et certains pays d’Afrique (Kenya, Tanzanie et Maroc).

4.3.4. Culture:

La menthe poivrée n’est pas treés exigeante pour la qualité du sol. Des plans a fortes
teneurs en huiles essentielles et de bonnes qualités aromatiques peuvent étre obtenus sur des
sols sablonneux argileux, pas trop sec mais riches en humus, situés dans des endroits
ensoleillés et protégeés du vent.

La plante ne doit pas étre cultivée apres d’autre lamiacées (prévoir une interruption de
culture au bout de 4 &4 5 ans).

La multiplication se fait uniquement par voie végétative ; par division des souches ou
des dragonsges derniers sont récolés naturellement a I’automne, découpés en fragments

longs de 15 a20 cm, placés dans un sillon profond de 10cm puis recouverts de terre et
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humidifiés. Qi peut également déterrer les souches a I’automne ou au printemps, les divisées
puis les replantées dansjhedin, il faut éviter que les stolons 1’envahissent trop le terrain en
cultivant les plants dans les pots sans fond, enfouis en terre en minimum a 30cm de
profondeur.

Les plants sont généralement utilisés durant 1 a 3 ans, puis ils dégénérnt (auto-

incompatibilité).

4.3.5. Récolte :

La récolte s’effectue avant la floraison (de juin au juillet) manuellement dans les cas
des cultures a petites échelle et mécaniquement en cas de culture industrielle.

Une deuxiéme coupe, voir éventuellement une troisieme, sont possible au plus tard a
la mis- septembre. Le produit de la récolte est grossierement hachée, puis les feuilles sont
séparé des tiges par ventilation ou tamisage, dans les cultures a échelle familiales, les feuilles
et les tiges feuillées portant 3 pair de feuille supérieurs sont cueillies manuellement, elle sont
séchées a des température maximale de 42°C dans des tunnels de stguageune

consommation personnel, les feuilles fraiches sont récolté juste avant leur emploi.

4.4. Conservation:

Les feuilles fraiches peuvent étre conservées quelques jours dans les sacs en plastiques
aux réfrigérateurs ou étre congelées dans des bacs a glacons, les feuilles séthékerg
au frais, dans des récipients hermétique (en porcelaine, en verre ou en métal) qui les protége
de ’humidité et de la lumiére (Eberhard et al, 2005).

4.5. Composition :
4.5.1. Constituants principaux de la plante :

Les huiles essentielles : 0,5 % a 6% surtout riche en menthol (-)1R, 3R, 4S-menthol :
15 a 76% acétate de menthyle (2 a 5% voir jusqu'a 23% selon les provenance), 1,8-cinéole
(3 & 8%), menthofurane (0a 7%), isomenthon (2 a 13%), noémenthol (2,5 a 5 %) limonéne (2
al0%), pulégone (0,5 a 1,5%)aryophylléne (0,5 a 1,5%) et germacréne D (1 a 2%). Ces
constituants majoritairesont accompagnées d’hydrate de trans-sabinene, de pipériténone,
et B pinénes et de veridifolrol, dans les distillats les alcools terpéniques et aliphatiques
existent sous forme d’hétérosides ; glycosides de menthol, disomenthol de néomenthol de

linalol d’oct-1-en-3-ol et d’octan -3-0l.
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- Dérivés d’acide hydroxycinnamiques : (appelé «tanins » des lamiacées) 3,5 a 6% de
rosemarinique (= 3% )

- Flavonoides : jusqu'a 10% hétéroside d’apégénine, diosmétine, lutéoline , éridictiol,
notamment 1’ériocitrine ( ériodictiol -7rutinosite , des flavone polymothoxilé comme le
xantanmicrol les gardénines D et B et 5-O- déméthyle-nobilétine.

- Tritarpénes : acide ursolique (0,1%)-rancois,2012).

4.5.2 Dosage :
La teneur en huiles essentielles est mesumék palcul du rendement de 1’extraction
aprés une hydrodisillation par entrainement a la vapeur.
La méthode universelle pour la détermination de la composition chimique des huiles

essentielles est la chromatographie en phase gaz (ER@}ois ,2012).

5. Propriétés et emplois :
5.1. Propriétés:

La saveur aromatique de la menthe poivrée provoque une stimulation réflexe des
sécrétions salivaire, gastrique et biliaire d’ou ces propriétés apéritives et digestives.

Des extraits hydro-alcooliques et les huiles essentielles inhibent les spasmes induits
par I’acétylcholine, I’histamine la sérotonine et la substance P, de facon similaire a 1’atropine

(mockle d’intestin isolé de cobaye) (Eberhard et al., 2005).

5.2. Toxicologie :

Au dose usuelles, la consommation des parties aérienne de la menthe poivré comme
condiment ou en tisane, ne présente aucun risque de toxicité ni aigue ni chronique.
Cependant, de tres forte dose des huiles essentielles peuvent conduire a des céphalées des
aigreurs d’estomac, de la bradycardie, des tremblements musculaires de I’ataxie. Le potentiel
de sensibilisation de la menthe poivré est faible, mais des réactions allergiques ont parfois été
observées apres absorbation des huiles essesitiellmenthol et le thymol sont considérés

comme allergéneEberhard et al., 2005).
5.3. Emploi comme épice :

La menthe poivrée peut servir a aromatisé les salades de fruits, les potages froids, les

yaourts et les produits laitiers, il est d’excellent condiment que ce soit tel quelle, crus, hachée
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dans des salades ou dans divers plats ou bien sous forme de sauce a lgraecise
2009)Les huiles essentielles de menthe poivrée est employé en confiserie, bonbon a la

menthe, chewingums et d’autre sucreries (Eberhard et al., 2005).

5.4 Autres empilois :
Les huiles essentielles de menthe est employées a grande échelle en cosmétique

dentifrice, bain de bouche produit apres rasage, lotion corparetie

6- Usages :
6.1 Usages internes

La menthe poivrée utilisé sous formBmfusion ou d’extrait, en cas de trouble gastro
intestinaux et biliaire. Il est aussi utilisé en cas de nausée et de vomissement et de
refroidissement de dysménorrhée ainsi que comme sédatif.

Les huiles essentielles sont emplkeyén cas de crampes du tractus gastro intestinal
supérieur et des voies biliaires, dans le cas d’un colon irritable (irritation intestinale) ,
d’infections des voies respiratoires supérieurs et d’inflammation de la muqueuse buccales
(Eberhard et al., 2005).

6.2. Usage externe :

L’huile essentielle de menthe poivrée peut étre utilisée pour traiter des douleurs
musculaires, les névralgies, les maux de tétes I’inflammation des voies respiratoires
supérieurs et le rhumea peau peut étre massée avec quelques gouttes des huiles essentielles
non diluées sous forme de préparation semi pateuse ou huileuse (dosé a 5%) des pommades
nasales (2 a 5%) de solutions hydro alcooliqées 10%) ou d’inhalation (3 a 4%) dans de
I’eau bouillante.

Les préparations contenant du menthol ne doivent pas étres&atéle visage des

nourrissants et des jeunes enfdfiserhard et al., 2005).
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1. Objectifs :

Ce travail expérimental consiste a suivre I’effet des extraits de polyphénols d’une
variété de plante médicinale trés largement consommeée par la population Algérienne a savoir
la Menthe Mehtha piperitd sur la qualité physicochimique, microbiologique et
organoleptique d’un lait fermenté type yaourt étuvé en fin de la période de fermentation au

premier jour de fabrication.

L’idée visée a concrétiser est tout d’abord de suivre les effets antimicrobiens des
extraits phénoliques ddehtha piperitavis-a-vis de deux germes spécifiques du yaourt dont
Streptococcus thermophilust Lactobacillus bulgaricuset ce en vue de déterminer la

concentration minimale permettant de les détruire en totalité.

D’essayer, ensuite, de concevoir un lait fermenté type yaourt étuvé enrichi d’extrait de
poly phénols ou aliment santé (alicament) ayant des vertus thérapeutiques particulieres afin de

suivre sa stabilité durant sa conservation au froid a 4 °C.
2. Matériel végétal :

L'étude a été menée chez une espece végétale de Menthe pgiehtlea( piperita
disponible dans la région de Mostaganem. La plante objet de I’étude (1800 g environ) a été
achetée du marcher de Mostaganem le 05/05/2016.

La matiere végétale est ensuite étalée sur du papier aluminium, puis séchée a I’étuve
réglée a 2% pendant 24 a 48 heures. Les échantillons séchés sont enfin broyés dans un
broyeur a lame de cuisine puis mis dans des bocaux hermétiques et conservés a sec

(température ambiante) et a I'abri de I'hnumidité.
3. Extraction des polyphénols

La partie aérienne de ’espéce Mehtha piperitaa servi comme matiere premiere pour
I'extraction des substances polyphénoliques. Pour I'extraction des polyphénols on a opté pour
l'utilisation d’une méthode décrite par Owen et Johns(1999) Cette méthode d'extraction
n’est qu’un procédé d’extraction discontinu solide-liquide par macération et qui consiste a
laisser tremper le solide dans un solvant a température ambiante durant quelques temps et a

extraire les constituants solubles par évaporation du solvant sous vide.

A une prise de 100 g de matiere végeétale, séchée et broyée est additionnée une
solution d’éthanol a 80% (03 X 100ml, 80/20, éthanol/eau, v/v), le mélange est laissé durant

20 minutes a 1 heure a 4°C, puis filtré sur papier filtre Watman N°4.
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L’éthanol de la solution hydro alcoolique du filtrat est évaporé sous vide et la solution
obtenue est mise enfin dans un tube en verre entouré¢ d’un papier cellophane pour empécher

I’oxydation des phénols.

Le broyage de la plante permet d'augmenter la surface de contact solvant-échantillon,
une meilleure filtration du solvant au sein du matériel végétal ce qui a pour conségquence une
augmentation de I'extraction (solide-liquide). Plusieurs agitations du mélange solvant matiere

végétale entreposé au froid ce qui permet une meilleure extraction des polyphénols.
4. Préparation des solutions d’extraits de polyphénols

A partir de ’extrait pur de polyphénols obtenu comme préalablement des solutions
diluées a I’ecau distillée a raison de 0, 20, 40, 60, 80 et 100% ont été préparées; ils

représentent les solutions de travail a base de polyphénols de Mdetitad piperita.
5. Etude des effets antimicrobiens des extraits phénoliques de la Menthe
5.1 Activation des souches microbiennes expérimentales :

L’étude a concerné les deux souches spécifiques du yaourt a saitireptococcus
thermophiluset Lactobacillus bulgaricus(tableau n°). Chaque espéce lactique est tout
d’abord activée avant son utilisation expérimentale. Une prise de 0.25 g de la souche
lyophilisée est préalablement ensemencée dans 10 ml de bouillon nutritif, puis incubée a
37°C durant 03 heures. 0,1 ml de cette derniére solution est pris pour étre ensemencé en
surface d’un milieu gélosé en boite petri spécifique (MRS ou M17) puis incubé a 37°C

pendant 24 heures.
5.2 Méthode de contact direct :

Une colonie de la culture jeune de chaque espéce de microorganisme activée sur
milieu solide gélosé spécifique est prélevée a 1’aide d’une anse a platine stérile, chacune est
ensuite ensemencée dans un tube contenant 10 ml de bouillon nutritif, suivi d’une incubation
a 37°C durant 03 heures. A partir de ces derniéres solutions dont chacune constitue une
solution mére d’une espece de bactérie lactique donnée, des dilutions décimales isotopiques
croissantes dans 1’eau physiologique ont été effectuées ; allant & 1¢ pour respectivement les
Streptococcus thermophilet lesLactobacillus bulgaricusDes prélévements de 01 ml de
chaque derni¢ére dilution décimale sont ensuite individuellement ajoutés a 09 ml d’une
solution d’eau distillée stérile (t€émoin) et a 9 ml de chaque solution d’extrait de composés
phénoliques de I’espéce végétale de menthe préparées par dilution a 1’eau distillée,

respectivement, a 0, 20, 40, 60, 80 et 100% (Solutions de travail).
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Les mélanges des solutions sont enfin ensemencés en triple essais (03 boites de Pétri)
chacune en surface a raison de 0.1 ml sur le milieu spécifique de croissance pour chaque
espece microbienne. La lecture du nombre de colonies développé est effectuée apres
incubation des milieux ensemencés &3@endant 24, 48 a 72 heu(@ourgeois et Leveau,

1980).

5.3 Méthode des disques par diffusion sur gélose :

Les disques sont confectionnés a partir de papier filtre (Whatman n° 3), a raison de
6mm de diametre. Pour éviter tous risques de contamination aux germes exogenes au cours
de I’expérimentation les disques sont stérilisés a 120°C pendant 15 minutes dans un

autoclave.

Une colonie de chaque espece lactique est prélevée du milieu gélosé spécifique apres
activation est ensemencée dans 10 ml de bouillon nutritif ; ce mélange constitue la solution
mere. Des prises de volume de 1ml de cette derniére solution sont étalées séparément en
surface de plusieurs boites de Pétri contenant le milieu MRS ou M17 selon I’espéce
microbienne étudiée. Trois disques imbibés pendant 5 minutes dans chaque solution
d’extraits phénoliques expérimentale, ainsi que dans une solution contenant un puissant
antibiotique dont I’Augmentin, sont ensuite déposés successivement a la surface de chaque

boite de Pétri contenant le milieu gélosé spécifigue ensemencé au germe lactique donné.

La lecture des diamétres d’inhibition est effectuée aprés incubation des boites a 37°C

pendant 24, 48 a 72 heures a I’aide d’un pied a colis.
5.4 Détermination de la concentration minimale inhibitrice : CMI

La concentration minimale inhibitrice est la plus petite concentration en antibiotique,
en antifongique et /ou en principes composés actifs nécessaires pour inhiber la croissance

d’un microorganisme (Olivier, 2007).

Dans le cas de notre étude, c’est les extraits phénoliques de la matiere végétale de la
menthe qui sont utilisés pour déterminer la concentration minimale inhibitrice des espéces de
germe spécifiqgues du yaourStfeptococcus thermophilusu Lactobacillus bulgaricus
Ainsi, une colonie jeune dstreptococcus thermophilwai delLactobacillus bulgaricusest
prélevée a I’aide d’une anse a platine dans 10 ml de bouillon nutritif, puis incubée pendant 03
heures a 37°C en vue d’obtenir I’inoculum. Des prises de 0,2 ml de ’inoculum sont
introduites respectivement dans 2 ml de chaque extrait de Menthe dilué non pas avec de 1’eau

mais avec le bouillon Mueller Hinton.
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Le mélange des tubes contenant les extraits phénoliqués Menthe préparés a
différentes concentrations (0, 20, 40, 60, 80 et 100%) et I’inoculum de bactérie lactiquesont

ensuite incubés a 37 °C pendant 18 a 24 h€iesoh et al, 2008).

La détermination de la concentration minimale inhibitrice CMI est effectuée a partir
de la mesure de la turbidité induite par la croissance du microorganisme étudié. La CMI
correspondra donc a la plus petite concentration pour laquelle il y a absence de turbidité. Par

conséquent ¢’est le premier tube ou la valeur di est égale df (di = df).

Le taux de survie du microorganisme est mesuré au spectrophotométre réglé a 560 nm

comme Ssuit :

__drd;
Dr D;

X 100.

_ -S : Taux de survie du microorganisme en %.

-df-di : différence de densité optique dans la solution phénolique ensemencée

< avant et apres incubation a 37°C durant 18 heures.

-Df-Di : différence de densité optigue sans extraits deMentheavant et aprés
incubation a 37°C durant 18 heu(&sa et al., 2001 ; Zrihi et al., 2007).

5.5 Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB) :

La concentration minimalebactéricide d’une espéce de germe lactique
¢tudiéreprésente la plus petite concentration d’extrait phénolique de la Menthe qui laisse

0,01% au moins de survivant de I’inoculum initial aprés incubation (Moroh et al, 2008).

Pour sa détermination, le tulb@moin (inoculum) a été dilué a 1’eau physiologique
jusqu’a 10% Cette dilution représente 0,01% de survie du microorganisme. Elle est
ensemencee par strie de 5 cm sur une Gélose Mueller Hinton puis incubée a 37°C pendant 24
heures. Le nombre de colonies de bactéries obtenu sur la strie de la dildtiest tdmparé
a celui de chaque tube expérimental contenant 1’inoculum, également ensemencé sur le
méme milieu de culture en strie de 5cm et incubé a 37 °C durant 18 a 24 heures. Ainsi, le
premier tube expérimental dont le nombre de colonies présent sur sa strie est inférieur ou

égal a celui de la dilution Y0correspondra a la CMB.
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6. Essai de fabrication d’un lait fermenté alicament enrichi de polyphénols :
6.1 Protocole expérimental

Le lait cru destiné a la fabrication des laits fermentés expérimentaux type yaourt étuvé
a été récolté dans la région de Mostaganem.

Une fois prélevé, le lait a été pasteurisé a 100°C « traitement thermique » durant 2
minutes en vue de détruire tous les germes pathogénes et réduire le nombre de germes banaux
jusqu'a un seuil acceptable par le Journal officiel de la République Algérienne de
10°germes/ml.

L’incorporation de polyphénols purs de la menthe poivrée (Mehtha piperitd a été
effectuée ensuite dans des échantillons de lait maintenus a environ 45°C a des taux de O et 1
%.

Les échantillons de lait enrichis de polyphénols sont par la suite ensemencés avec les
souches spécifiques du yaourt a un taux de levains de 3% et a un rapport de souches

Streptococcus thermophilssir Lactobacillus bulgaricusle 2S/L.

Chaque parameétre étudié a été représenté par un nombre de répétitions de trois pots

d’une capacité de 100ml ; soit un nombre total de 6 échantillons expérimentaux.
6.2 Préparation des levains :

Un litre de lait servant a la préparation du ferment a été préparé a un taux dedé@30g/
poudre de lait « Candia », puis subi une pasteurisation durant 2 minutes a 100°C, et un

refroidissement a 45°C.

Ce lait a été fractionné en deux échantillons de 500 et 250 ml. Le premier a été
ensemencé avec 0,5 g d’une prise de souches lactiques lyophilisées pures de Streptococcus
thermophilus Le second échantillon a été ensemencé avec 0,25 g de souches pures de
Lactobacillus bulgaricusCes deux échantillons aprés ensemencement aux deux fermants

spécifiques ont été mélangés ensemble dans un bécher et étuvés a 45°C pendant 1 heure.

Le levain prés a I’emploi avec un rapport de souches de 2 Streptococcus thermophilus
pour 1 Lactobacillus bulgaricug2S/1L, v/v) a été ensemencé dans les laits destinés a la

fabrication des yaourts expérimentaux a un taux de 3%.
6.3 Mise en fabrication des laits fermentés expérimentaux :

Le lait utilisé dans 1’étude est un lait cru de vache pasteurisé¢ a 1’ébullition durant 2

minutes.
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Apres refroidissement a 45°@gs prises (de 03 X 100ml) d’échantillons de lait sont
ensuite additionnés d’extraits de polyphénols de Mehtha piperitaa raison de 0 et 1%,
respectivement. Les échantillons sont enfin ensemencés a 3% avec un levain lactique
renfermant un rapport de souclfseptococcus thermophilest Lactobacillus bulgaricusle
2S/1L. Les pots des difféerentes préparations furent ensuite sertis par du papier aluminium et

orientés a la fermentation.

La fermentation des échantillons a été réalisée dans une étuve maintenue a 45°C
durant 3 & 4 heures. Au terme de la fermentation les produits expérimentaux une fois caillés

furent conservés a 4°C au réfrigérateur pendant une période de 21 jours.
7. Mesures et controles :

Les analyses expérimentales ont été réalisées pour chaque paramétre étudié en triples
essais selon la méthode normalisée dictéeAPEOR, 1982 et 1992

7.1 Parametres physicochimiques :
7.1.1 Acidité:

L’acidité a été déterminée d’une fagon précise par titration de 10ml d’une prise de
yaourt a I’aide d’une soude caustique NaOH préparée a 1/9 N en présence de 4 a 5 gouttes de

phénophtaléine (Annexe 1).
7.1.2 pH:

Le dosage du pH a été réalisé par un pH-metre étalonné par deux sollitinaacide

et I’autre basique (Annexe 1).
7.1.3 Viscosite :

La viscositéa été établie par ’utilisation d’un tube en verre de 2cm de diamétre et de

18cm de longueur équipé d’un chronométre et d’une bille normalisée (Annexe 1).
7.2 Analyses microbiologiques :

- Streptococcus thermophiluse dénombrement des germes a été réaliséulture d’une
prise de dilution sur un milieu de culture sélectif « M17 » incubé a 37°C pendant 48h
(Annexe 2).

- Lactobacillus bulgaricus Le dénombrement des germes a été réalisé par culture d’une
prise de dilution sur un milieu de culture sélectif « MRS » incubé a 30°C pendant 48h
(Annexe 2).
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7.3 Test organoleptique

Chaque 7 jours durant toute la période de poste acidification, la qualité des yaourts
expérimentaux a été réalisé par un jury composé de 10 panelistes, qui devront apprécier selon
une échelle de notation variable de 1 a 10 les critéres des produits suivants

- Gout acide : Consiste a apprécier I’ampleur de ’acidité développée par les germes

lactiques ensemencées dans les laits fermentés type yaourt au cours de I’entreposage.

- Gout de fraicheur : Consiste a apprécier I’ampleur de la sensation de fraicheur lors

de la consommation du produit.

- Cohésivité : Consiste a déterminer la capacité maximale de déformation de

I’échantillon avant de se rompre lorsqu’il est écrasé entre les doigts.

- Adhésivité: Exprime I’intensité des forces inter faciales développées entre la surface

d’une cuilleére et celle de 1’échantillon lors d’une prise de produit.

- Odeur: Le panéliste est appelé a apprécié la sensation d’odeur désagréable des

produits conservés au froid a 4°C.

- Arriere-goQt : Le panéliste est appelé a apprécier la sensation de 1’arriére gout amere

dans les produits présentés.

- Couleur : Consiste a apprécier le niveau d’acceptabilité de la couleur des produits par

les consommateurs.
8. Traitement statistique :

Les résultats paramétriques vont étre traités statistiquement par une analyse de variance
mono factorielle en randomisation totale suivie d’une comparaison des moyennes deux a deux
selon le test de NEWMAN et KEULS. Par contre, ceux relatifs au test organoleptique vont

étre analysés statistiguement par le test non paramétrique de Friedman.
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1. Résultats
1.1. Rendement d’extraction :

Le rendement d’extraction des polyphénols de la menthe poivrée est de 093.

1.2. Effet inhibiteur des extraits phénoliques de la menthe :
1.2.1.Streptococcus thermophilus

1.2.1.1. Diamétre d’inhibition :

Les effets d’inhibitions effectués par la méthode des disques montrent que le diamétre de
la zone d’inhibition et d’autant plus remarquable que la solution est plus concentrée en extrait
phénolique de la menthe. Le diametre d’inhibition le plus faible est réalis¢ avec un taux d’extrait
phénolique de la menthe dilué28 % (13 mm) et augmente d’une manicre significative
(p<0,01) a (14,5; 16 ; 18et 20 mm) dans les solutions préparées@ 80, ct 100% d’extraits
phénoliques de la menthe, respectivement. L’antibiotique enregistre un diamétre d’inhibition

remarquablement le plus élevé, (30 n{Figure 7, Tableau 4)

D : Diametre d’inhibition en (mm)

Figure 7. Diamétres d’inhibition des extraits phénoliques de la menthe sur la croissance de

Streptococcus thermophilus
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L’analyse de variance dévoile I’effet hautement significatif du facteur
étudié(concentrations des extraits phénoliques de la menthe) sur les variations des diamétres des
zones d’inhibition chez I’espéce Streptococcus thermophilus
Tableau 4. Variation du diamétre de la zone d’inhibition de Streptococcus thermophiluen

fonction deslifférentes concentrations d’extrait brut phénolique de la menthe.

Effet des solutions
Solutions expérimentales Diameétre d’inhibition (mm) d’extraits phénoliques
de Menthe
Pénicilline 30.00:+ 01.00
Concentrations 100% 20.00¢ + 01.00
d’extraits 80% 18.00 + 01.00
phénoliques de 60% 16.00' + 01.00 b

la menthe 40% 14,50/ +01.32
20% 13.0¢ +01.00

** . Effet hautement significatif des extraits phénoliqes de la Menthe poivrée ; a,b,c : groupes homogéne de cargison statistique des

moyennes deux a deux.

1.2.1.2. Taux d’inhibition :

Les variations desaux d’inhibitions de Streptococcus thermophilesnt marquées tout
d’abord par un taux de 43.33%dansl’extrait de polyphénols dilué a 20%. Puis, les taux
d’inhibitions sont rehaugsa des taux significativement plus élevés (p<0.01) , variant de (48.35
53.41, et 60.01 %) pour les extraits polyphénoliques préparés a 40, 60 et 80 % successivement,
jusqu’a atteindre le taux le plus élevé (p<0.01) estimé a 66.6% dans la solution de polyphésol
mere d’extraction ; sans dilution de 100%. La mgéilline a enregistré le taux d’inhibition
révérenciel le plus élevé par comparaison aux différentes solutions d’extraits de menthe poivrée

(p<0.01); 100%Tableau 5.

Tableau 5. Variation de taux d’inhibition de Streptococcusen fonction des différentes
concentrations d’extraits des polyphénols de la menthe.

Concentrations d’extraits Taux d’inhibition Effet des solutions d’extraits
phénoliques de la menthe (%) phénoliques de Menthe

100% 66.64

80% 60.0T

60% 53.47 >

40% 48.35°

20% 43.33

Pénicilline 100"

** . Effet hautement significatif des extraits phénoliqes de la Menthe poivrée ; a,b,c : groupes homogéne de camgson statistique des
moyennes deux a deux.
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1.2.1.3. Taux de croissance :

Le développement du nombre d&reptococcus thermophilus’avére inversement

proportionnel avec 1’augmentation de la concentration des extraits phénoliques de la menthe. Le

nombre de ses germes a connu une nette diminution (p<0,01) de*18726016UFC/mI dans

les solutions variables dea 40% d’extrait de polyphénols. A partir d’extrait préparé a 60 %

aucune prolifération du germe n’est observée (Tableau 6)

Tableau 6. Effet des extraits polyphénols de la menthe sur la croissanceref@ooccus

thermophilus.

Concentrations d’extraits Val%rggggﬁgge de Effet des solutions d’extraits
phénoliques de la menthe (UFC/mi) phénoliques de Menthe
0% 197.102

20% 85.10°

40% 25.10 ¢

60% o -

80% od

100% od

** . Effet hautement significatif des extraits phénoliges de la Menthe poivrée ;a,b,c : groupes homogéne clemparaison statistique des

moyennes deux a deux.

1.2.1.4. Concentration minimale inhibitrice (CMI) :

A travers la mesure de la turbidité, il apparait que le taux de survie du germe

Streptococcus thermophikss nulle déja dans la solution d’extrait de la menthe préparé a 40% et

ceci apres 24 heures de culture ; cette concentration est donc la concentration minimale

inhibitrice (CMI) (Tableau 7)

Tableau 7. Evaluation de la concentration minimale inhibitricel'@trait phénolique de la
menthe sur la croissance 8eptococcus thermophilus

L‘Zti(zjli‘gge Densité | Témoin | Concentration des extraits phénoliques de menth
optique 0% 20% | 40% | 60% | 80% | 100%
di 0,08 0,10 0,09 0,11 0,13 0,097
Streptococcud___ O 0,88 | 015 | 0,398 -0,81 | -1,204 | -0,501
thermophilus|__t - 0,80 | 005 | -0,407 | -0,92 | -1,334| -0,598
S 100 6,40 0 0 0 0
CMI CMI= Extrait a 40%

df : Densité optique aprés incubatipri :

Concentration minimale inhibitrice.

Densité optique avant incubatipnS: pourcentage de survieCMI
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1.2.1.5. Concentration minimale bactéricide CMB :

La Figue &eprésente d’une part (a droite) le nombre de germes développé apres 24h
d’incubation a 37 °C, des différentes dilutions décimalés I’inoculum de Streptococcus
thermophilusallant de 10, a 102, a 10° et & 10“ et d’autre part (a gauche) les différentes
solutions de I’extrait phénolique de la menthe préparées a 0, 20, 40, 60, 80 et 100% ensemencés

au germe et ayant servi a la détermination de la CMI apres 24h.

101=10 de survie

il - 102=1 de survie

| 103%=0,1 de survie

‘/A \ 104=0,01 de survie

Figure 08Détermination de la CMB des extraits phénoliques de la MENTHE POIVREE vis-a-
vis deStreptococcus thermophilus

Il apparait que’kxtrait a 80 % a engendré un pourcentage de survie proche de 0,01 de
I’espéce microbienne expérimentalétreptococcus thermophiltusette solution a base d’extrait

de Menthe constitue donc la Concentration Minimale Bactéricide « CMB »

1.2.1.6. Rapport CMB/CMI :

Il résulte enfin, a partir du rapport CMB/CMI égale a 2 que les extraits phénoliques de
Salvadorapersica exercent un effet inhibiteur de type bactéricidair 1’espéce

etudié&treptococcus thermophil{isableau 09.

Tableau 08Action inhibitrice des extraits phénoliqgues de Menthe sur la croissance de
Streptococcus thermophilus.

Parametres CMF CMI CMF/CMI Type d’inhibition

microbien des extraits de

Candida albicans
80% 40% 2 Menthe poivrée

D’apres (Marmonier, 1990) :
Normes CMB/CMI<4 (Effet bactéricide) BACTERICIDE
CMB/CMI>4 (Effet bactériostatique)




Partie 3 : Résultats et Discussion

1.2.2.Lactobacillus bulgaricus :
1.2.2.1. Diamétre d’inhibition :

Les effets d’inhibitions déterminés par la méthode des disques montrent que le diametre
de la zone d’inhibition et d’autant plus remarquable que la solution est plus concentrée en extrait
phénolique de la menthe. Le diamétre d’inhibition le plus faible (p<0.01) est réalisé avec un taux
d’extrait phénolique de la menthe de 20 et 40%2,7 et 13,7 mm, respectivement. Par contre,
les résultats les plus élevés (p<0.8dnt obtenus avec des concentrations d’extrait phénolique
de la menthe préparés a 60 et 80%4,8 et 17 mm en moyenne. L’antibiotique enregistre un
diamétre d’inhibition le plus élevé, (40 mm) ; il est méme significativement (p<0.01) supérieur a

celui de I’extrait préparé a 100% (24 mm) (Figure 09).

D : diamétre d’inhibition en mm.

Figure 09. Effet inhibiteur des extraits phénoligues de la Menthe poivréedeterminépar la
meéthode des disques sur la croissandeag#obacillus bulgaricus.

L’analyse de variance montre I’effet hautement significatif des taux d’extrait phénolique
de la menthe sur devariations des diamétres d’inhibitions des germes Lactobacillus

bulgaricugTableau 9.
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Tableau 9. Variations du diamétre de zone d’inhibition de Lactobacillus bulgaricugn fonction

des différentes concentrations d’extraits phénoliques de la menthe.

Solutions expérimentales | Diamétre d’inhibition (mm) | Effet des solutions d’extraits
phénoliques de Menthe

Pénicilline 40.00' + 01.00
Concentrations 100% 24.00 + 00.87
d’extraits 80% 17.00 +01.00

phénoliques de 60% 14,80' + 00.89 **
la menthe 40% 13,70 00.35
20% 12,70+ 00.10

** : Effet hautement significatif du facteur étudié (Effet des solutions d’extraits phénoliques de Menthe) ; a,b,c : groupes homogene de

comparaison statistique des moyennes deux a deux.

1.2.2.2.Taux d’inhibition :

Les twx d’inhibitions de Lactobacillus bulgaricudes plus faibles (p<0.01) sont réalisés
avec des extraits phénoliques de la menthe préparée a 20 et 3D¥6 et 34.26%,
successivement en moyenne.

Les extraits préparés a 60, 801@0% ont induit des résultats d’inhibitions plus ou moins
important (p<0.01) comparativement au reste des solutions expérimentales ;37.05,42.56 et
59.99% en moyenn@ableau 10.

Tableau 10. Variations destaux d’inhibition de Lactobacillus bulgaricusen fonction des

différentes concentratis d’extraits phénoliques de la menthe poivrée.

Concentrations d’extraits Taux dinhibition (%) Effet des solutions d’extraits
phénoligues de la menthe 0 phénoligues de Menthe

100% 59.99

80% 42 .56

60% 37.09 o

40% 34.26%¢

20% 31.76

Pénicilline 10C¢°

** : Effet hautement significatif du facteur étudié (Effet des solutions d’extraits phénoliques de Menthe) ; a,b,c : groupes homogéne de
comparaison statistique des moyennes deux a deux.

1.2.2.3. Croissance deactobacillus bulgaricus:
En fonction des taux des extraits phénoliques de la menthe variables de 20 a 40%, le

nombre du germesactobacillus bulgaricugonnait un abaissement notables a Z6e1@ 18.16
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UFC/ml successivement par rapport au témoin qui a enregistré le taux le plus élevé (75.10
UFC/ml en moyenne).

A partir du taux d’extrait préparé a 60%, la croissance de Lactobacillus bulgaricusest
totalement inhibée.

Les variations de la croissancelaeetobacillus bulgaricugn fonction ds taux d’extraits

phénoliques de la menthe montre des différences hautement signifi¢atibéesau 11)

Tableau 11. Effet des extraits polyphénols de la menthepoivrée sur la croissance de

Lactobacillus bulgaricus.

Concentrations d’extraits Moyenne de croissance | Effet des solutions d’extraits
phénoliqgues de menthe (UFC/ml) phénoliques de Menthe

0% 75.10°2

20% 26.10°

40% 18.10°¢ ok

60% 0d

80% 0d

100% 0¢

**: Effet hautement significatif du facteur étudié (Efet des solutionsd’extraits phénoliques de Menthe) ; a,b,c : groupes homogeéene de
comparaison statistique des moyennes deux a deux.

1.2.2.4.Concentration minimale inhibitrice (CMI) :

La concentration minimale inhibitrice des extraits phénoliques de la menthe vis-a-vis de
Lactobacillus bulgaricugst obtenue a un niveau de dilution de 40%. En effet, le taux de survie
du germe aprés 24 heures d’incubation en présence de I’extrait phénolique préparé a une

concentrationle 40% s’aveére nulle ; c’est la concentration mimimale inhibitrice (Tableau 12)

Tableau 12.Evaluation de la concentration minimale inhibitrice de 1’extrait phénolique de la
menthe sur la croissance ldegctobacillus bulgaricus.

Concentration des extraits phénoliques
gt?(;hég Densité | Témoin de la Menthe poivrée
optique 0% 20% 40% 60% 80% | 100%
di 0,09 0,1 0,08 0,1 0,09 0,11
L actobacillus o] 0,167 0,171 0,08 0,1 0,09 0,11
S 100 40.50 0 0 0 0
CMI CMI= Extrait a 40%

df : Densité optique aprés incubatipmli : Densité optique avant incubatiprS: pourcentage de survieCMI :

Concentration minimale inhibitrice.
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1.2.2.5.Concentration minimale bactéricide (CMB) :

La concentration minimale bactéricide (CMB) de I’espéce Lactobacillus bulgaricusest

observéeavec I’extrait préparé a 100%(Figure 10). 0

| 10'=10 de survie

102%=1 de survie

103=0,1 de survie

\ 10“=0,01de survie

1.2.2.6Rapport CMB / CMI :
Le rapport CMB / CMI obtenu égale a Zibntre que 1’extrait phénolique exerce un effet
inhibiteur de type bactéricide ch&esp ce lactique Lactobacillus bulgaricus (Tableau 13)

Tableau 13. Action inhibitrice des extraits phénoliques sur la croissancd.attobacillus
bulgaricus

Espece CcMI CMB CMI/CMB Action
bactérienne
Lactobacillus 40 100 2,5 Bactéricide
bulgaricus
Normes D’apreés (Marmonier, 1990)
CMB/CMI < 4 (effet bactéricide)
CMBJ/CMI > 4 (effet bactériostatique)

1.3. Qualité des laits fermentés additionnés de poly-phénols de Menthe poivrée :

En de production apres 3 heures de fermentation a 1’é¢tude réglée a 45 C°, I’acidité titrable
des laits fermentés additionnés de polyphénols de Menthe poivrée est significtivement plus faible
gue le témoin standard (p<0.05) ; 85.13 vs 88.55 °D, en moyenne. Cette tendance est inversée
pour le pH (P<0.05) 4.7 °D dans I’essai expérimental vs 4.22 °D pour le témoin, sans
polyphénols de Menthe.

Une baisse appréciable (p<0.01) de la viscosité est enregistrée dans le yaourt aux
polyphénols de Menthe (33.7 Passomparativement au standard fabriqué sans extrait

polyphénoliques (35.7 Pas.s).
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L’accroissement des germes Streptococcus thermophil@sLactobacillus bulgaricugst
significativement (p<0.01) abaissé dades échantillons expérimentaux par comparaison a 1’essai
témoin ; 151 190vs 185 10 UFC/ml et 90 1®vs 101 1OUFC/ml , respectivement.

Les panelistes ont appréci€, au plan sensoriel, le lait fermenté additionné de polyphénols
de plus acide par comparaison au témoin ; 10 sv 5, somme des rangs.

L’ajout de polyphénols de la Menthe n’a pas affecté les propriétés rhéologiques des
produits. Au contraire, 1’adhésivité et la cohésivitédes laits fermenté supplémentés de
polyphénols ont été qualifiees de meilleures que le témoin (p<0PL$ 9 et 5 vs 10, somme
des rangs, successivement.

L’essai aux polyphénols de la Menthe poivrée a développé chez les dégustateurs une
sensation de fraicheur plus prononcée que le yaourt témoin (p<0.01) ; 5 vs 10, somme des rangs.

La couleur et I’odeur s’avérent similaires et aucune différence significative n’a été
remarquée par les panelistes entre tous les produits expérimentaux ; avec des sommes des rang
variables de 5 a (Tableau 14).

Tableau 14. Variation de la qualité physicochimique, microbiologique et organoleptique des
laits fermentés aux extraits phénoliques de Menthe poivrée.

Extraits phénoliques de Menthe ajouté y s
Mesures Témoin Echantillons 2 Effgtld_ aﬂlg‘:]to‘lises
(0%) (1%) PovP
Acidité (°D) 88.55+1.33 85.1% +1.00 *
pH 4.22 +0.16 4.740.1 *
Viscosité(Pas.s) 35.72+0.27 33.7+0.46 *x
Streptococcus thermophilug a b -
(UFC/mi) 185.10 151.16
Lactobacillus bulgaricus a b -
(UFC/mi) 101.G¢ 90.1C
Godt b x
(Somme des Rangs) 10 5
Adhésivité b -
(Somme des Rangs) 0% 5
Cohésivité b *
(Somme des Rangs) 10° 5
Fraicheur b o
(Somme des Rangs) 10 S
Couleur
(Somme des Rangs) S ! NS
Odeur
(Somme des Rangs) ! S NS

**: Effet hautement significatif du facteur ajout de mlyphénols de Menthe ; * : Effet significatif du ficteur ajout de polyphénols de
Menthe ; NS: Effet non significatif de I’ajout des polyphénols de la Menthe poivrée; a,b: Groupes homogene de comparaison
statistique des moyennes deux a deux ; Pas : pascal ;Secondes.
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2. Discussion

Les composés phénoligues sont des molécules qui appartiennent au métabolisme
secondaire des plantdsnviron 10.000 composeés ont été caractéi@dginard, 2000)lls sont
probablement les composés naturels les plus répandus dans la nature et de ce fait, sont des
¢léments qui font partie de I’alimentation animale. A cetitre, ’lhomme peut consommer jusqu'a

10g de pty-phénols par jour.

Un trés grand nombre de données expérimentales plaide dbjourch faveur
d’implication de ces substances dans la prévention des maladies dégénératives telles que les
cancers, les maladies cardio-vasculaires, ostéoporoses et/ou les maladies inflammatoires

(Bahorun, 1997; Rock, 2003).

D’aprés le Codex Alimentaire, le yaourt est un produit laitier coagulé obtenu par
fermentation lactique grace a l'action ldectobacillus delbrueckisous-espécbulgaricugLb.
bulgaricug et deStreptococcus salivariusous-espéecthermophilus(St. thermophilusa partir
du lait frais ainsi que du lait pasteurisé (ou concentré, partiellement écrémé, enrichi en extrait
sec) avec ou sans addition de substances (lait en poudre, poudre de lait écrémé, les protéines
lactosériques concentrées ou non, la caséine alimentaire ...etc.). Les micro-organismes du produit

final doivent étre viables et au nombre dé WEC/ml(Mahaut et al., 2000)

Globalement, d’apreés cette étude, il apparait possible d’ajouter les composés phénoliques
extraits de la Menthe poivré&énthapiperita [) dansle yaourt et de fabriquer un lait fermenté

ayant les vertus d’un alicament santé pour le consommateur algérien.

La Menthe poivréeNlenthapiperita [, peut étre donc une source de plusieurs composés

phénoliques bioactifs, trés intéressants pour la santé humaine et constitués surtout de flavonoides
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dont hétéroside d’apégénine, diosmétine, lutéoline , éridictiol, flavonepolymothoxilé.etc.

(Francois,2012).

Néanmoins]’acidité, la viscosité, la croissance des germes Streptococcus thérmophilus et
Lactobacillus bulgaricudes produits supplémentés de poly-phénols Menthapiperita
Lsemblent étre relativement (p<0.01) altérées comparativement au yaourt stqndsiket

démarqué avec de meilleurs résultats.

St. thermophilust Lb. bulgaricusse développent en association (diteprotocoopération
appelée autrefois symbiose) dans des cultures niiMi@isaut et al., 2000) Le réle principal de
St. thermophilugst la fermentation du lactose du lait en acide lactique et en plus de son pouvoir
acidifiant, elle est responsable de la texture dans les laits fermentés, augmente aussi la viscosité
du lait par production de polysaccharides (EPS), composés de galactose, glucose, ainsi que de
petites quantités de rhanmose, arabinose et de mgBobsadt et al., 1994; Bergamaier,
2002)Il est couramment admis aussi qub. bulgaricus posséde une aptitude a fermenté
davantage le lactose lors de la conservation des yaourts au froid positif a 4 °C et a produire des
EPS composés de galactose, glucose et de rhamnose a des rapports de ,4/ 1/ 1

respectivemeiiTamime, 1999)

Au faite, il a été bien demontré dans cette expérimentation que les poly phénols de la
menthe poivrée objet de 1’étude exercent un effet antimicrobien de type bactéricide vis-a-vis des
germes spécifiques du yaouBtieptococcus thérmophilus et Lactobacillus bulgajic@ette
action des polyphénols sur les cellules des microorganismes est basée sur une multiplicité
d’influences individuelles. Celles-ci n’incluent pas seulement un mécanisme physique et
physico-chimique mais aussi une réaction biochimique. En généraléon antimicrobienne
peut étre expliquée par les étapes suivantes : influence sur les parois cellulaires, influence sur

I’ADN, influence sur synthése des protéines, et uflaehce sur I’activité des enzymes.Les
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polyphénols considérés comme des substances lipophiles agissent sur la cellule en perforant la
membrane cellulaireCette perforation augmente le flux des protons vers I’intérieur de la cellule

ce qui accroit le besoin en énerglieick et al., 1995).

Le métabolisme de ces bactéries de type exclusif homo-fermentaire (production de
I’acide lactique) semble étre donc freiné en présence des composés phénoliques de la menthe
poivrée avec comme conséquence une chute du nombre de germes spécifiques, de 1’acidité et de

la qualité rhéologique des produits.

Toutefois, 1’acidité relevée dans les laits fermentés additionnés d’extrait de menthe est
proche de la normale d’un yaourt au terme de fabrication, en fin de fermentatiqghoones,
1994)En outre, le nombre de germes lactiquegerme de la production est conforme a la norme
dictée par le codex alimentaire de’ ermes vivants/nitar ailleurs, les panelistes n’ont pas
déceléde différence d’adhésivité et de cohésivité entre les essais expérimentaux. Les études
réalisées sur la microstructure du gel ainsi formé montrent que celle-ci dépend de plusieurs
autres facteurs dont la concentration en matiere $8cddoda etal., 1998 ; Van marle, 1998)
la méthode d’enrichissement du lait (Tamime et al., 1984) le traitement thermique subi
(Kessler, 1998)et enfin, la nature des souches bactériennes utilisées et de leur capacité a
synthétiser des polysaccharides exocellulaires (EPS) capables d’augmenter la viscosité¢ du gel

(Hassan efal., 1995).

Les dégustateurs ayant participé a I’étude ont révélé €galement que les critéeres sensoriels
suivants (acidité, couleur et odeur) ne sont pas altérés dans les échantillons aux extraits
phénoliques de menthe qui afitilleurs présenté aussi une meilleure sensation de fraicheur que

le témoin.

Divers composés volatiles et aromatiques interviennent dans la saveur et I'appétence du

yaourt. C'est principalement le lactose qui intervient dans la formation de ces composés dans une
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fermentation de type hétéro-fermentaire dont le métabolisme ne semble pas étre énormément
attérué par 1’action bactéricide des composés phénoliques ajoutés a de faibles taux. Parmi ceux-

ci, l'acide lactique qui confere au yaourt son goQt acidiséere étre produit a des teneurs
suffisantes méme en présence de poly phénols. L'acétaldéhyde, le diadétyled’autres
composés aromatiquecétone, acétoine, ...etc.) produits parLactobacillusbulgaricus et

Streptococcus thermophiksntribuent éventuellement a I'équilibre et a la finesse de la saveur.

En fin, il apparait que la sensation de fraicheur ressentie par certains panelistes et due
certainement & une présence de trace de memih@ihutres composés non identifiés a ce jour
dans les échantillons additionn@sxtrait phénoliques de menthepeut étre aussi un atoutadle a

la maitrise de la qualité et a la formulation de nouveaux produitssantés pour le consommateur.
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Conclusion générale

Au terme de cette étude et a travers les résultats obtenus il apparait que les extraits
phénoliques de la menthe poivrddefitha piperita ). récoltée dans la région de Mostaganem
Algérie exerce des effets antimicrobiens certains contre la croissance des germes spécifiques du
yaourt a savoitreptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus.

La méthode des disques montpee le diamétre d’inhibition des germes lactiques est
d’autant plus augmenté que les solutions inhibitrices sont fortement concentrées en extrait
phénolique dévientha piperita L La méthode de contact direct dévoile que la prolifération de
ces germes lactiques sur milieux spécifiques est inhibée totalement a des concentratilyas en po
phénols supérieures ou égale a 60%.

La Concentration Minimale Inhibitrice de la croissanceStieptococcus thermophilus
est observée avec la solution préparée a 40% de polyphérdbentlea piperita L; alors que la

Concentration Minimale Bactéricide est enregistrée a 80% d’extrait poly-phénoliques.

Par ailleurs, la Concentration Minimale Inhibitrice de la croissanc&toEptococcus
thermophilusest déterminée avec la solution préparée aussi a 40% de polyphéMdnttia
piperita L; par contre, laConcentration Minimale Bactéricide est enregistrée a 80% d’extrait

poly-phénolique.

Les substances phénoliques ont démontré ainsi une action de type bactéricide sur les

germes lactiques étudiéStreptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus.

Les extraits phénoliques diéentha piperita Lont freiné relativement la prolifération des
germes spécifiques au cours de la fermentation et donc de leurs pouvoir acidifiant et a produire
des exo-polysaccharides (EPS) responsables de la viscosité et de la qualité rhéologique des laits

fermentés et qui semblent sensiblement affectées.

Néanmoins, en fin de fermentation le jury de dégustation n’a pas observé de grands

changements sensoriels entre les laits fermentés préparés avec ou sans extraits de poly-phénols

La connaissance du profil en principaux composés phénoliques de la plante, de leurs roles

biologiques et les mécanismes antimicrobiens régissant chague composé vis-a-vis des deux



Conclusion générale

germes spécifiques du yaourt peahtribuer & mieux cerner de la maniége’il faut

entreprendre pour les introduire dans le lait fermenté en vue de produire un aliment santé.
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ANnexes :

Annexe 1 : analyses physico-chimiques et microbiologiques.

1. Analyses physico-chimiques :
1.1. Mesure de ’acidité :
1.1.1. Réactifs et appareillages :
e 50 g de soude (NaOH , N/9)
e 1g de phénolphtaléine ¥d)
e 100 mld’éthanol
e Burette
e Beéchers
e Pipettes (10ml)
1.1.2. Mode opératoire :

L’acidité Dornie est déterminé par titration d’un échantillon de 10 ml a I’aide de soude
Dornie (N/9) en présence d’indicateur coloré (phénolphtaléine 1% dans 1’éthanol a 95%

) jusqu’au virage au rose pale.

1.1.3. Expression des résultats :

Acidit Dornie = Vnaon-10

WnaoH: le volumede NaOH (N/9) nécessaire pour titrer 1’échantillon jusqu’a

I’apparition de la couleur rose pale.

1.2.PH : le dosage du PH est réalisé par-umetre étalonné par deux solutionSune
acide et I’autre basique.
1.3.Mesure de la viscosité :
1.3.1. Appareillage :
e Bille de 7g, de 2cm de diametre et de masse volumique égale a 7784,09 kg.m
3.
e Tube cylindrique de 18cm de longueur.

e Chronometre servant a mesurer le temps de chute de la bille.



1.3.2. Mode opératoire :

Introduire la bille de 7g dans le tube cylindrique rempli avec le produit a analyser par
une chute libre sur une distance constante de 15cm, tout en mesurant le temps par le

biais d’n chronométre.

1.3.3. Expression des résultats :

=K .(g bille - gyaourt).t K=2.r2g /9.x

Donc
=2r2g/9.x . (g bille - g yaourt).t

U : viscosité dynamique (kg/m/s)

K : constante, tel que K= 8.175 iav

r : rayon de la bille, tel que r=D/2 = 7.5 mm

X : la distance d’écoulement de la bille, x=15cm

g: la force de Pasteur tel que g= 9.8%m/s

¢ bille : la masse volumique de billepille= 7784,09 kg.m
£ yaourt : la masse volumique de yaourt (kg3n

t : temps parcouru pour la bile entre deux points A et B.



Annexes 2 : analyses microbiologiques :

a- Composition des principaux milieux de culture :
1- Gélose MRS (pH = 6,2 + 0,2) (De Man et., 1960)

S PePONE. ... 10,0 g
-EXtrait de VIANAE. ..., 80¢g

- Extrait autolytique delevure ............ccoooiiiiiiiiiiiiii 40¢g

= GIUCOSE vttt e 20,0 g

- Acétate de sodium trihydraté ........ ... 50¢g

- Citrate d'ammoOniUM .........oiuiiniintitt ettt ettt e enaeanaanas 20¢g

e T o B 80 1,0 ml

- Hydrogénophosphate de potassium ...............cooiiiiiiiiiiiiiiiiiin, 20¢g

- Sulfate de magnésium heptahydraté.................ooiii 02¢g
- Sulfate de manganése tétrahydraté...............ccoooiiiiiiiiiiiii i 0,05¢
s N . 1 P 10,0 g

R % 010 50¢g

- Peptone de S0oja........oeiiiii 50¢g

- Infusion de viande. ..o 50¢g
- Extrait autolytique de levure .............oiiiiiiiiiiiii 25¢g
- Glycérohydrogénophosphate de sodium....................ccoeevennne. 190 ¢
- extrait de LactoSe ....vvveiiiii i 50¢g
- ACIdE @SCOTDIQUE. ... uvntitt it 0,5¢g
- Sulfate de magnésium ...........coiiiiiiiiiiiiii e 0,25¢
A AT e 11,0g

b- Dénombrement desstreptococcus thermophilus
- Milieu de culture : M17
- Dilution : 10%, 102,103, 104, 10°, 10°
- Inoculation : couler le flacon de Mfondu au préalable et refroidi a 45°C dans les

boites de Pétri.



Apreés solidification de milieu, prélever aseptiquement 0,25ml de dilutidn 10108 &
I’aide d’une micropipette et introduire dans la boite de pétri en le répartissant en surface a

I’aide d’un rateau.

- Incubation : placer les boites de pétri dans I’incubateur a 37°C pendant 24 a 48
heures.

- Lectures des résultats :Les streptococcus thermophiluse développent en
donnant des colonies rondes a contour régulier d’une coloration blanche-créme.

c- Dénombrement ded.actobacillus bulgaricus

- Milieu de culture : MRS

- Dilution : 10*,10% 10%, 10*, 10°, 10°

- Inoculation : la méme démarche précédente citée par seeptocuccus
thermophilusest effectuée dans le dénombrement ldsstobacillus bulgaricus,
mais le milieu sélectif adapté est le MRS « Man Rogasa et Sharpe »

- Incubation : les boitesle Pétri retournées sont placées dans 1’incubateur a 37°C
pendant 48 a 72 heures.

- Lecture des résultats. Lactobacillus bulgaricusorme des colonies lenticulaires,

souvent polylobées de 3mm de diamétre suivant le nombre de colonie présente.

Tableau : Conditions expérimentales pour le dénombrement de la flore lactique a

différents intervalles de temps au cours de ’acidification du lait par les ferments du

yaourt
Bactérie lactique Milieu de culture Dilution testées | Condition d’incubation
Streptococcus thermophilus| M17 10*,10%t 10" | 37°C pendant 24 4 48 h

Lactobacillus bulgaricus MRS acidifie a pH 5.4 | 10°,10%t 10’ | 37°C pendant 24 2 48 h




