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Résumé:

L’objectif de ce travail est d’étudier les effets de I’incorporation de I’huile
essentielle de Myrtus communis L. sur la qualité du yaourt brassé préparé et fermenté par
des ferments lactiques lyophilisés au niveau du laboratoire. L’huile essentielle a été
incorporée aux concentrations de 2,5%, 5% et10% au yaourt pendant le brassage. Ces
effets ont été évalués par le suivi de I’évolution des parametres physico-chimiques et
microbiologiques pendant 21 jours de stockage a +4°C. La présence de I’huile essentielle
dans le yaourt brassé a raison de 2,5%, 5% et 10% a conduit a une augmentation de la
viabilité des . thermophilus de I’ordre de 33,7x10’, 31x10 et 53,2x10" UFC/ml dés la
premiére semaine du stockage puis une diminution significative pour 5% et 10% (les doses
les plus élevés) de I’ordre de 11 x10° et 19x10° UFC/ml, respectivement et ce en fin de
stockage. Par contre, I’ajout de I’huile essentielle a faible dose de 2,5% a démontré une
faible diminution 1.3x10” UFC/m atteinte en fin de stockage comparable & celle du témoin
(1.2x10" UFC/ml). Quant a I"acidité, les résultats obtenus ont montré une baisse de pH (de
4,6 a 3,9 pour 10%, de 4,6 a 4,2 pour 5% et de 4,6 a 4,35 pour 2,5% d’HE) et une
augmentation de I’acidité de 85 a 135°D pour 10% et de 84 a 112°D pour 5% a I’exception
de 2,5% qui a enregistré une faible augmentation d’acidité (de 81 a 94° D) par rapport au
témoin (de 83 a 125° D). Donc I’ajout de cette dose a permis de stabiliser la qualité
microbiologique du yaourt brassé tout en allongeant sa durée de conservation. Sur le plan
sensoriel, les yaourts natures (témoins avec et sans sucre) ont été les préférés parmi tous les
échantillons et I’aromatisation avec I'HE du myrte a une dose de 5% semble étre la moins
appréci ée voire inacceptable a cause de son ardme fort, odeur prononcée et golt accentué.

Mots-clés: Huile essentielle, Myrtus communis L., yaourt, &. thermophilus, Lb.

bulgaricus, acidite.



Summary:

The objective of this work is to study the effects of the incorporation of Myrtus
communis L. essential oil on the quality of stirred yogurt prepared and fermented by
freeze-dried lactic ferments in the laboratory. The essential oil was incorporated at
concentrations of 2.5%, 5% and 10% in the yogurt during the stirring process. These
effects were evaluated by monitoring the evolution of the physico-chemica and
microbiological parameters during 21 days of storage at + 4 ° C. The presence of the
essential oil at the concentrations of 2.5%, 5% and 10% in the stirred yogurt led to an
increase of . thermophilus viability in the order of 33.7x10° 31x10° and 53.2x10°
UFC/ml from the first week of storage and then a significant decrease with the highest
doses of 5% and 10% in the order of 11 x 10° and 19 x 10° CFU/ml, respectively, at the
end of storage. On the other hand, the addition of the essentia oil at a low dose of 2.5%
showed a slight decrease of 1.3x10" CFU/ml at the end of storage comparable to that of the
control (1.2x10” CFU/mI). As for the acidity, the results obtained showed a decrease in pH
(from 4.6 to 3.9 for 10%, from 4.6 to 4.2 for 5% and from 4.6 to 4.35 for 2,5% of EO) and
an acidity increase of 85 to 135 ° D for 10% and 84 to 112 ° D for 5% with exception for
2.5% (81 to 94 ° D) compared to the control (83 to 125 ° D). Thus the addition of this dose
made it possible to stabilize the microbiological quality of the stirred yogurt while
extending its shelf life. Sensorialy, natural yogurts (sugar-free and with sugar) were the
favorites among all samples and aromatization with myrtle EO at a dose of 5% seemsto be
the least appreciated or even unacceptable because of its strong aroma, pronounced odor
and accentuated taste.

Keywords. Essential oil, Myrtus communis L., yoghurt, . thermophilus, Lb. bulgaricus,
acidity.
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I ntroduction

Les laits fermentés ont constitué une partie essentielle de I'alimentation humaine
dans de nombreuses régions du monde depuis des temps immeémoriaux. Environ 400 noms
générigues sont appliqués aux produits laitiers traditionnels et industriels fabriqués a
travers le monde. 1ls sont principalement liés au type de lait utilisé, aux microorganismes

impliqués et alatechnol ogie appliquée.

Le yaourt peut étre considéré comme une alimentation fonctionnelle (Kim, 2013)
et des vertus santé ont été associées a sa consommation (Donovan et Shamir, 2014). Avec
les progres technol ogiques réalisés, le yaourt apparait comme un produit laitier trés digeste
qui possede une grande valeur nutritionnelle et qui est apprécié pour son gout et sa texture.
C’est un produit, consommé la plupart du temps comme dessert, trés prisé par le monde,

car il convient a toutes les tranches d’age et méme chez les sujets intolérants au lait.

Basé sur la qualité microbienne, la durée de conservation du yaourt est autour de
trois semaines aux conditions de réfrigération. Ce dernier est toujours en danger de
dégradation protéolytique par la protéolyse du lait qui peut se produire pendant
I'entreposage au froid due a la croissance des bactéries psychrotrophes (FAO, 1995) et la

production d’acide lactique.

La perception négative des consommateurs pour les additifs synthétiques a suscité
un intérét croissant pour trouver des alternatives naturelles. L’utilisation des substances
d’origine naturelle comme bioconservateur est de plus en plus apprécié par les
consommateurs comme alternative aux produits chimiques hautement dangereux pour la
santé humaine (Vivek et al., 2012).

Les plantes aromatiques et médicinales ont été traditionnellement utilisées comme
ardbmes ainsi que pour prolonger la vie utile des aliments. Bien qu’elles soient peu utilisées
commercialement comme conservateurs alimentaires, un grand nombre d’études ont été
effectuées sur les huiles essentielles dans des matrices alimentaires afin qu’elles puissent

étre appliquées comme alternatives potentielles des conservateurs synthétiques.

L’utilisation des huiles essentielles dans ce sens a fait I’objet d’une centaine de
travaux de recherche qui déemontre leur efficacité au niveau des aliments aussi bien pour la

prolongation de la durée de conservation que pour I’aromatisation. Dans ce dernier cas,

14



I’objectif étant de mettre sur le marché de nouveaux produits tout en diversifiant I’offre
déja existant. Myrtus communis L. est une plante aromatique et médicinal e appartenant ala
famille des Myrtaceae renfermant le plus grand nombre des plantes a propriétés
aromatiques et médicinales. Leur activité antimicrobienne a été largement démontrée
(Bouhdid et al., 2006). L’interét de notre étude est de recherché a travers I’étude de I’effet
de I’incorporation de I’huile essentielle de myrte sur la vie utile (le comportement des

bactéries lactiques) et I’acidité du yaourt brassé au cours de son stockage.

Divers composants des huiles essentielles sont acceptés par la Commission
européenne pour utilisation comme arémes dans les produits alimentaires (par exemple
linalool, thymol, eugénol, carvone, cinnamaldéhyde, vanilline, carvacrol, citra et
limonene) et font partie de la liste des ingrédients GRAS (Generaly Recognized As Safe)
de I’administration américaine des denrées alimentaires et des médicaments (Food and
Drug Administration) (Hyldgaard et al., 2012). L’effet conservateur de ces huiles ou de
leurs composants a été testé sur divers produits alimentaires a savoir, les produits a base de
viande, les poissons, les produits laitiers, légumes et fruits, les jus et sauces, etc. En
géneral, il a été trouvé qu’une concentration plus grande en huile essentielle est nécessaire
pour atteindre I’effet équivalent in vitro dans les aliments (Tiwari et al., 2009 ; Hyldgaard
et al., 2012). En effet, la multi-composition et la structure physique d’un aliment peut
limiter I’effet antibactérien des huiles essentielles (Rasooli, 2007). Les propriétés
intrinséques des aliments (proténes, graisses, amidon, teneur en eau, pH, sel et autres
additives) mais auss les déerminants extrinséques (température, air, gaz, type
d’emballage) peuvent influencer la sensibilité bactériale dans les aliments (Tassou et al.,
1995; Rasooli, 2007). Les huiles essentielles et leurs constituants possedent un aréme
intense méme a de faibles concentrations ce qui peut influencer les propriétés
organoleptiques des aliments dépassant le seuil acceptable par les consommateurs limitant
ains leur utilisation (Tiwari et al., 2009 ; Lv et al., 2011). De ce fait, la sélection d’une
huile adéquate devrait étre basée non seulement sur son efficacité mais auss sur sa

compatibilité sensorielle et chimique avec I’aliment.

C'est dans ce cadre que sinscrit la présente étude qui consiste en un de
fabrication d'un yaourt brassé a base d'huile essentielle extraite d'une plante endémique
connue pour ses vertus thérapeutiques qui est le myrte commun dont le nom taxonomique

est Myrtus communis L. appel€ communément Rayhan en Algérie.
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L'objectif de cet essai est de voir la possibilité d'utiliser I'huile essentielle de myrte
principalement comme conservateur ainsi comme aromatisant en déterminant son effet sur
la stabilité des parametres physicochimiques et organol eptiques du yaourt brasse préparé a
I'échelle du laboratoire aussi sur laviabilité de ses ferments.

Pour laréalisation de cette expérience, différentes doses ont été testées et |la mesure
des parametres physicochimiques (pH et acidité Dornic) et microbiologiques
(dénombrement de la flore lactiques et |a flore mésophile aérobie totale) a été effectuée a

intervalles réguliers (une semaine) durant 21 jours de conservation a +4° C.
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« Synthese bibliographique »
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Chapitre 1. Lesbactérieslactiques et leurs applications dansla fabrication du yaourt
l. Lesbactérieslactiques

1 Généralitéssur lesbactérieslactiques

1.1 Historique

Les bactéries sont de trés anciens micro-organismes (Drider et Prevost, 2009), ils
ont été utilisées pour la fermentation des aiments depuis plus de 4000 ans sans pour autant
comprendre la base scientifique de leur utilisation, mais tout en essayant de produire des
aliments de meilleure conservation et de meilleure qualité (Salloff-Coste, 1994). Ce n'est
géme

qua la fin du 1 siecle, époque des grandes découvertes de la microbiologie, que

certains chercheurs ont isolé un streptocoque (Poulain, 1994). La production des cultures
Oéme

de bactéries et I'emploi de ferments se sont dével oppés au début du 2
Prevost, 2009).

siecle (Drider et

1.2  Définition

Les bactéries lactiques sont un groupe hétérogene de microorganismes produisant
de I’acide lactigue comme produit principal du métabolisme. Elles colonisent de nombreux
produits alimentaires comme les produits laitiers, la viande, les végétaux et les céréales et
font partie de la flore intestinale et vaginale humaine ou animale. Le groupe des bactéries
lactiques, a été défini pour la 1%° fois par Orla—Jensen en 1919, réunit plusieurs genres de
différentes morphologies (Voir figures 1la et 1b) ayant pour caractere commun leur
capacité a fermenter le lactose en produisant de I’acide lactique (Novel, 1993). Ce sont des
microorganismes a Gram positif, non sporulants, non mobiles, anaérobis mais aérotol érants
et ne possedant pas de catalase. Toutes les bactéries lactiques possedent un métabolisme
fermentaire leur permettant, en utilisant des sucres fermentescibles, de produire
principalement de I’acide lactique mais aussi d’autres acides organiques (acide acétique,
acide formique...) (Raynaud, 2006).

2. Principales voies fermentaires des bactéries lactiques

Toute croissance nécessite la production d’énergie et les bactéries lactiques ne font
pas exception a la régle. Hétérotrophes, elles tirent leur énergie de la fermentation de
substrats carbonés. Les carbohydrates fermentés en acide lactique par les bactéries

lactiques peuvent étre des monosaccharides tels que des hexoses (glucose, galactose), des
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pentoses (xylose, ribose, arabinose), hexitols et pentitols (mannitol, sorbitol, xylitol) ou des
disaccarides (lactose, saccharose, cellobiose, trénhalose).

La fermentation des sucres s’effectue essentiellement en trois étapes (Atlan et al,
2008):

- Letransport du sucre atraverslamembrane cellulaire ;
- Lecatabolismeintracellulaire du sucre;
- Formation et expulsion extracellulaire des métabolites terminaux.

Selon les genres ou especes, les bactéries lactiques utilisent principalement I’une
des deux voies majeures du métabolisme des sucres (figure 1). Il s’agit des voies :
homofermentaire (Embden-Meyerhof-Parnas, EMP) et hééofermentaire (voie des
pentoses-phosphates) (Atlan et al, 2008).

2.1 Voie homofer mentaireou EMP

Les bactéries lactiques homofermentaires comprennent les especes de lactocoques,
pediocoques, ainsi que certains lactobacilles. Cette voie conduit dans des conditions
optimales de croissance a la production de deux molécules de lactate et deux molécules
d’ATP par molécule de glucose consommée. La fructose-1,6-bisphophate aldolase (FBA)
est une enzyme clé indispensable au fonctionnement de la voie EMP (Thompson et
Gentry-Weeks, 1994).

1glucose+2Pi+2ADP ——» 2lactatet 2ATP

2.2. Voiehétérofermentraire ou voie des pentoses phosphates

Les bactéries lactiques qui fermentent le glucose en produisant, en plus de I’acide
lactique, de I’acétate, de I’éthanol et du CO, sont dites hétérofermentaires. Les principaux
groupes de bactéries présentant ce type de métabolisme sont les leuconostoc et certains
lactobacilles. Ces microorganismes sont dépourvus d’une FBA et le systeme de transport
PTS « phosphotransferase system » (Thompson et Gentry-Weeks, 1994).

1 glucose+ 1 Pi +1 ADP 1 lactate + 1 éhanol (acétate) + 1 CO, + 1 ATP
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Figure 1. Voies homofermentaire et hétérofermentaire de la dégradation du glucose. Les
principales enzymes sont indiquées en italique : GLK : glucokinase, FBA :
fructose-1,6-bisphosphate :
phosphocétolase, PK : pyruvate kinase, LDH : lactate déshydrogénase (Raynaud,

2006).
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3. Caractéristiques générales des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques (B.L) sont des bactéries Gram positives, immobiles, asporulées, du
point de vue enzymatique catalase et oxydase et nitrate réductase négatives, anaérobies ou
aérotolérantes (Sutra et al., 1998). Les bactéries lactiques ont des formes différentes : des
cocci ou des batonnets (Bourgeois et Larpent, 1996). Elles ont des besoins complexes en
facteurs de croissance : vitamine B, acide aminés, peptides, bases puriques et pyrimidiques.
Certaines B.L ont été isolées de nombreux milieux naturels végétaux et animaux telsquele
lait cru, I’environnement, les cavités buccales et vaginales... (Luquet, 1986). Elles se
caractérisent par un métabolisme exclusivement fermentaire qui les conduit a produire a
partir du glucose des quantités importantes d’acide lactique, accompagneé dans certains cas

d’autres métabolites (éthanol, CO,, autres acides organiques) (Luquet, 1986).

3.1. Legenre Streptococcus

Le genre Streptococcus est toujours large et la classification est tres mouvementée.
Ce genre est généralement divisé en trois groupes : pyogene (la plus part des espéces
pathogénes et hémolytiques), oral (tel que S. salivarius, . bovis) et les autres
streptocoques (Scheilfer, 1987).

La seule espece de streptocoques qui soit utilisée en technologie alimentaire est
Sreptococcus thermophilus qui a été inclue dans le groupe des « autres streptocoques »,
mais ensuite transféré au groupe des streptocoques oraux a cause de leur degré
d’homologie avec I’ADN de Streptococcus salivarius (Stiles et Holzapfel, 1997).
Streptococcus thermophilus se différencie par son habitat (lait et produits laitiers) et son
caractére non pathogéne. La résistance a latempérature, la capacité de croitre a 52°C et le
nombre limité des hydrates de carbones permettent de distinguer les &. thermophilus de la

plupart des autres streptocoques (Pilet et al., 2005).

3.2. Legenrelactobacillus

Lactobacillus est e genre principal de lafamille des Lactobacillaceae, il contient de
nombreuses especes qui sont des agents de fermentation lactique intervenant dans de
nombreuses industries ou qui sont rencontrées comme contaminants. Il s’agit de bacilles
longs et fins (parfois incurvés) souvent groupés en chaines, immobiles, asporulés, catalase
négative, se développent a un optimum de température situé entre 30 et 40°C. Les
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lactobacilles ont des exigences nutritionnelles tres complexes en acides aminés, en
vitamines, en acides gras, en nucléotides, en glucides et en minéraux (Leclerc et al., 1994).

Le genre Lactobacillus a éé subdivisé par Orla-Jensen en trois groupes et cette

classification est encore utilisée en milieu industriel (Guiraud et Rosec, 2004) :

» Groupe |l « Thermobacterium » : comprend les lactobacilles homofermentaires
thermophiles qui se développent & 45°C mais pas a 15°C. Les especes les plus
fréquentes dans I’alimentation (lait, yaourt, fromage) sont Lb. helveticus, Lb.
delbrueckii, Lb. acidophilus.

»> Groupe |l « Streptobacterium » : regroupe les lactobacilles homofermentaires
mésophiles et peuvent étre occasionnellement hétérofermentaires en fonction du
substrat. Les especes les plus frequentes dans I’alimentation sont Lb. casel, Lb.

curvatus, Lb. sake et Lb. plantarum.

» Groupe |1l « Betabacterium » : ce sont des lactobacilles hétérofermentaires. Il
comporte les especes Lb. fermentum, Lb. brevis et Lb. sanfransisco.

4. L es bactéries spécifiques du yaourt

Les deux bactéries associées dans la préparation du yaourt ont pour réle principal
d'abaisser le pH du lait au point isoélectrique de la caséine (pH 4,6) de facon a former un
gel (ou coagulum). Outre le go(t acidulé gu'elles donnent au gel, elles lui assurent une
saveur caractéristique due a la production de composés aromatiques (acétaldéhyde
principalement, cétone, acétoine, diacétyle). Enfin, par la production de polysaccharides

(glucanes), certaines souches ont une action dans la consistance du gel (FAO, 1995).

4.1. L’espéce Lactobacillusbulgaricus

Lactobacillus delbrueckii subsp.bulgaricus est un bacille gram positif, immobile,
asporulé et micro aérophile. 1l est isolé sous forme de batonnets ou de chainettes (figure 2),
il possede un métabolisme strictement homofermentaire et produit |'acide D-lactique a
partir des hexoses par I'intermédiaire de la voie dEmbden Meyerhoff Parnas (EMP) et il
est incapable de fermenter les pentoses (Axelsson, 1998). Il se développe bien a la
température de 45 a 50° C en acidifiant fortement le lait jusgu'a 1,8 % (pH voisin de 4,5),
voire 2,7 % dacide lactique (pH 3,8 a 3,6) (FAO, 1995). Lb. bulgaricus est une bactérie
thermophile, trés exigeante en calcium et en magnésium et sa température optimale de
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croissance est d’environ 42° C, elle est responsable de la production d’acétaldéhyde
(Marty-Teyesset et al., 2000).

4.2.  L’espéce Streptococcus thermophilus

Sreptococus salivarius ssp.thermophilus est une cocci Gram positif, disposé en
chaines en longueurs variables ou par paires (figure 2), anaérobie facultatif et immobile.
On le trouve dans les laits fermentés et les fromages (Roussel et al., 1994). C’est une
bactérie dépourvue de I’antigene D, sensible au bleu de méthylene (0,1%) et aux
antibiotiques, incapable de métaboliser le galactose et se développe bien de 37 a 40 °C,
mais croit encore a 50 °C. Thermorésistante, elle survit au chauffage a 65 °C pendant 30
minutes ou a 74 °C pendant 15 secondes et son métabolisme est de type homofermentaire
(Vaillancourt et al., 2008). S. thermophilus se différencie des autres especes du méme
genre par son habitat (lait et produits laitiers), par son caractére non pathogene et ses
propriétés probiotiques et technologiques (lyer et al., 2010).

En industrie agro-alimentaire, S. thermophilus est en deuxiéme position derriére
Lactococcus lactis dans le classement des bactéries lactiques utilisées. Elle est la seule
espece du genre streptocoque utilisée dans la fabrication des produits laitiers fermentés (De
Vuyst et Tsakalidou, 2008). Le réle principal de cette bactérie dans |a fabrication du yaourt
est la fermentation du lactose du lait en acide lactique, mais elle est nettement moins
acidifiante que le lactobacille, il produit généralement de 0,5 a 0,6 % d'acide lactique (pH
voisin de 5,2) uniquement de configuration L qui est I”'isomére préféré dans les produits
alimentaires, dii ala présence de la L lactate déshydrogénase chez I'étre humain (Panesar et
al., 2007). Certaines souches sont capables de supporter un pH de 4,3 a 3,8. En plus de son
pouvoir acidifiant, elle est responsable de la texture des laits fermentés puisqu'elle

augmente laviscosité du lait par production des exopolysaccharides (FAO, 1995).
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.5 0
Figure 2. Aspect des levains thermophiles du yoghourt: lactobacilles et streptocoques dans
le gel de caséine par microscopie éectronique a balayage (image N°0668- 087

déposée par Rousseau Micheline sur
http://mediatheque.inra.fr/media/detail/160913/private).

4.3. Laproto-coopération entre St. thermophilus et Lb. bulgaricus

Qui dit association de cultures dit possibilité d'interactions : si elles sont bénéfiques
pour 1'une des souches ou les deux, on parlera alors de coopération entre les cultures. S
elles sont néfastes pour 1'une des souches ou les deux, on parlera d'inhibition. Le terme de
coopération regroupe donc les notions de commensalisme (interaction ayant un effet positif
sur une des deux souches), de mutualisme et de protocoopération (interactions ayant un
effet positif sur les deux souches, |a premiére notion impliquant le caractére impérieux de
I'interaction pour la survie des deux organismes, a l'inverse de la seconde). Le terme
dinhibition désigne, quant a lui, les notions d'amensalisme (interaction ayant un effet
négatif sur une des deux souches) et de compétition, ces notions ont été définies par
Frederickson (1977).

Le yaourt est un lait fermenté issu de la transformation du lait par les seules
bactéries: Lactobacilusdelbrueckii subs.bulgaricus et Sreptococcus thermophilus.
L utilisation combinée de S. thermophilus et Lb. bulgaricus fait apparaitre une interaction
indirecte positive entre ces deux especes (Pette et Lolkema, 1950). Cette interaction,
appelée proto-coopération, est bénéfigue mais pas indispensable au développement des

deux espéces bactériennes. Elle se traduit par divers phénomenes :

- Accroissement des vitesses de croissance et des concentrations bactériennes
findes;
- Diminution du pH final du produit en culture mixte ;
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- Augmentation des vitesses d’acidification par rapport aux vitesses observées en

cultures pures) ;

- Stimulation de la production des composés d’arbme et notamment de

I’acetaldéhyde ;

- Accroissement de I’activité protéolytique ;

- Amédlioration de la stabilité physique du produit (réduction des problemes de la

synérése) et de consistance ;

- Production accrue d’autres composés tels que les exopolysaccharides (Corrieu

et Luquet, 2005).

Pour se développer, les bactéries ont besoin d'acides aminés et de peptides
directement utilisables. Or, le lait n'en contient que de faibles quantités permettant
seulement de démarrer leur croissance (Thevenard, 2011). . thermophilus se développe
plus rapidement au pH (6,6- 6,8) du lait et le rend Iégérement acide, Lb. bulgaricus acidifie
alors le lait d’avantage jusqu'a un pH d’environ 4,3 a 4,2 par I’attaque de la caséine qui

libere les peptides permettant au streptocoque de poursuivre sa croissance.

De son coté, le streptocogue stimule le lactobacille par production d'acide formique,
le dioxyde de carbone et I’acide pyruvique (figure 03) (Mahaut et al, 2000). Le
streptocoque produit de I'acide lactique principalement sous la forme L(+), aors que le
lactobacille donne surtout la forme D(-). En fin de fermentation, le tiers environ du lactose
est transformeé en acide lactique. Dans la fabrication du yaourt, I'utilisation du lactose se
fait selon la voie suivante: une lactase hydrolyse le lactose en galactose et en glucose. Ce
dernier est ensuite transformé en acide pyruvique puis en acide lactique pendant que le
galactose saccumule progressivement dans le lait sans étre utilisé. Ainsi, dans un lait a
6,5% (en poids) de lactose, 100 g du yaourt obtenu contiennent environ, apres 2 jours de
conservation, 4 g de lactose, 0,05 g de glucose, 0,05 g doligosaccharide et 1,5 g de
galactose (FAQO, 1995).

25



Acide lactigque

‘ Penits peptides

Aride formigue LY Acides anunés
E ] f-__/ .-__'ﬁ' . l‘-\'\_ p &

p A \
/. My
/ \\
4 N
;f( b

Lactose |
Production —
Stimmlation »
Inhibition ==

Figure 3. Proto-copération entre Sithermophilus et Lb.bulgaricus (Mahaut et al., 2000).

4.3.1. Lesphénomenes de coopération

La coopération, qui se définit comme une interaction positive entre les souches,
peut étre mise en évidence de plusieurs maniéres.

43.1.1. Miseen évidence

a. Croissance des souches

Bien que la quantification rigoureuse d'une vitesse de croissance soit complexe, il
sagit du critére le plus commun pour démontrer ce type dinteractions. Moon et Reinbold
(1976), dans leur étude sur un mélange de cultures pures de L. bulgaricus et S
thermophilus ont prouvé l'existence d'une coopération en comparant les vitesses de

croissance des souches, cultivées soit seules, soit en mélanges.

Ces auteurs ont montré que les taux de croissance sont, eux aussi, améiorés en
culture mixte. En utilisant une culture mixte ou le rapport des nombresde L. bulgaricus/ S

thermophilus est de I'ordre de 2 dans I'inoculum, le taux de croissance de S. thermophilus
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est plus du double de celui obtenu avec une culture pure de la méme souche. Cette
coopération se traduit, en fin de phase exponentielle de croissance, par une augmentation
de 50 % du nombre de S. thermophilus en culture mixte par rapport aux dénombrements
effectués en culture pure. C'est aussi en comparant les croissances que Pette et Lolkema
(19504) avaient mis en évidence la coopération: un simple comptage des bactéries indique
que le nombre de cellules de S. thermophilus apres 3 h dincubation a 45 °C est plus élevé
dans le cas d'une culture mixte avec L. bulgaricus que dans le cas d'une culture pure.
Driessen et al. (1982) ont montré qu'il était possible de maintenir une population de L.
bulgaricus, dans une fabrication continue de yoghourts, avec des taux de dilution deux fois
plus élevés en culture mixte qu'en culture pure. Ceci confirme a I'évidence la coopération

entre les deux souches du point de vue des taux de croissance.

b. Acidification

L'éude comparée de I'acidification est certainement le critére le plus couramment
employé, dans le cas des bactéries lactiques. Pette et Lolkema (1950a) I'ont d'ailleurs
utilisé conjointement avec la mesure de la croissance des souches, en estimant la
production d'acide lactique avec de la soude décinormale (tableau 1). Accolas et al. (1977)
ont utilisé la méme méthodologie pour éudier les propriétés acidifiantes des bactéries
lactiques thermophiles. L'effet stimulant d'une souche sur une autre éait apprécié en
comparant la quantité d'acide produite par la culture mixte a la somme des quantités
produites par les cultures pures (figure 4). Enfin, Hemme et al. (1981) ont mis en évidence
I'effet stimulant d'extraits de lactobacilles thermophiles sur la production d'acide de S
thermophilus, en observant une diminution plus rapide du pH du milieu de culture aprés un

temps donné d'incubation, lorsqu'ils gjoutaient ces extraits.
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Figure 4. Production d'acide lactique de cultures mixtes de Streptococcus thermophilus et
de Lactobacillus bublgaricus et des cultures pures correspondantes (d'aprés
Accolaset al., 1977).

a: @—® Somme moyenne des acidités produites par les cultures pures de L. bulgaricus
369 et de S. thermophilus 160, 302, 368.
Average sum of acid production by single strains of L. bulgaricus 369 and S.
thermophilus 160, 302 and 368.
A— A Acidité moyenne des acidités produites par les culiures mixtes 369 + 160,
369 + 302, 369 + 368.
Average acidity produced by mixed sirains 369 + 160, 369 + 302, and 369 + 368.

b : @—@ Somme moyenne des acidités produites par les cultures pures de L. bulgaricus
384 et de S. thermophilus 385.
Average sum of acid production by single strains of L. bulgaricus 384 and S.
thermophilus 385.
A—-A Acidité moyenne produite par la culture mixte 385 + 384,
Average acidity produced by mixed strains 385 + 384.

c: @—® Somme moyenne des acidités produites par les cultures pures de L. helveticus
303 et de S. thermophilus 160, 302, 368.
Average sum of acid production by single strains of L. helveticus 303 and S.
thermophilus 160, 302 and 368.
A— A Acidiré moyenne produite par les cultures mixtes 303 + 160, 303 + 302,303 + 368.
Average acidity produced by mixed strains 303 + 160, 303 + 362, and 303 + 368.

d: @~® Somme moyenne des acidités produites par les cultures pures de L. lactis 242 et
de S. thermophilus 160, 302, 368.
Average sum of acid production by single strains of L. lactis 242 and S.
thermophilus 160, 302 and 368.
A - A Acidité movenne produite par les cultures mixtes 242 + 160, 242 + 302, 242 + 368.
Average acidity produced by mixed strains 242 + 160, 242 + 302, and 242 + 368.
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Tableau 1. Récapitulatif des principales études effectuées sur les facteurs stimulant

Lactobacillus bulgaricus ou Streptococcus thermophilus pour la production d’acide

lactique.
Référence Facteur de Facteur de stimulation de S. M éthode de mesures

stimulation deL. | thermophilus

bulgaricus
Gaedoot et al. | Formiate Vitesse moyenne
(1968) d’acidification
Veringa et al.
(1968)
Accolas et al. | Surnageant de | Surnageant de culture de
(2971) culture de | lactobacilles

streptocoques

Formiate
Adenine
Higashio et al. | Formiate et | Vd, Glys, His, Glu, Leu
(1978) pyruvate
Driessen et al. | Formiate Taux de croissance
(1982) CO, HCO;, (estimé en culture
continue)

Pette et Lolkem, Acides aminés (valine) Numeérations et
(1950) activité acidifiante
Bautista et al. Activité protéolytique
(1966)

Desmazeaud et
Hermier (1973)

Peptides exogenes

Moon et Filtrats de  cultures de

Reinbild (1976) L .bulgaricus

Shankaret Protéinases de L .lactobacillus

Davies (1978)

Bracquart et al. Glu, Met, Tyr, Cys, Phe, His. | Vitesse
(2978) Arg d’acidification

Bracquart et

Glu-His, His-Glu, Met-His-Glu,

Lorient (1979) Glu-His-Met

Radke-Mitchel Complémentarité entre
et Sandine protéinases de Lactobacillus et
(1984) aminopeptidase de

Streptococcus
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c. Production de métabolites particuliers

Le phénomene de coopération entre les bactéries lactiques se répercute également
sur la production de métabolites dits secondaires. Une coopération entre souches peut étre
bénéfique a la production de composés daréme. Hamdan et al. (1971) ont montré que L.
bulgaricus produisait plus d'acétaldéhyde que S. thermophilus mais que la somme des
productions d'acétaldéhyde en culture pure restait inférieure ala production correspondante
de la culture mixte. D'autres criteres peuvent étre employés pour montrer cette coopération,
comme la mesure du temps de coagulation du lait, qui est plus court dans le cas d'une
culture mixte que dans le cas de cultures pures (Koroleva et Kondratenko, 1982), ou
comme |'évolution de laviscosité du lait (Galesloot et Hassing, 1973).

d. Coopération par production de nutriments azotés

Le lait est un milieu de culture relativement pauvre en composes azotés de bas
poids moléculaire (acides aminés et peptides). Selon Thomas et Mills (1981) la plupart des
acides aminés libres trouvés dans le lait sont en concentration trop faible pour obtenir des
densités cellulaires importantes. Par exemple, il n'y aurait respectivement que 34 et 27 %
des concentrations de leucine et d'arginine requises pour une croissance maximale de la
plupart des streptocoques lactiques. Cette carence en acides aminés libres a été également
soulignée par Marshall et Law (1984).

Il est maintenant bien connu que I'apport exogéne d'acides aminés (Pette et
Lolkema, 1950b ; Bracquart et Lorient, 1977 ; Shankar et Davies, 1977a ; Bracquart et al.
1978) ou de peptides (Desmazeaud et Devoyod, 1970 ; Desmazeaud et Hermier, 1972 ;
Bracquart et Lorient, 1979) a un effet stimulant sur la production d'acide lactique des
streptocoques thermophiles. D'autre part, I'hydrolyse et |'utilisation des protéines du lait
comme source d'azote ont été clairement démontrées. Des protéines du lait marquées au
14C sont utilisées et leur radioactivité est suivie dans les protéines bactériennes lors de la
croissance de S. cremoris dans le lait. L'activité spécifique des protéines cellulaires
augmente, indiquant que les protéines du lait deviennent une source d'azote de plus en plus

importante avec I'accroissement de la densité cellulaire (Thomas et Mills, 1981).

On peut sattendre a ce que la coopération entre souches intervienne dans le cas des
cultures mixtes, du fait des fortes variations de |'activité protéolytique d'une espece a une
autre, ou méme, d'une souche a une autre (Law et Kolstad, 1983). Par exemple, Shankar et
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Davies (1977b) ont démontré le r6le joué par L. bulgaricus dans la stimulation de S.
thermophilus, en utilisant des filtrats de culture du lactobacille ayant poussé sur du lait. Les
fractions peptidiques, obtenues a partir de ces filtrats par chromatographie échangeuse
dions, par filtration sur gel et par chromatographie sur papier, étaient fortement

stimulantes pour S. thermophilus, sans toutefois contenir des acides aminés.

Hickey et al. (1983), Miller et Kandler (1967) et Radke-Mitchell et Sandine (1984)
ont étudié la faculté des lactobacilles, de produire dans le milieu de culture, des acides
aminés a partir de casénate de sodium et ils ont constaté que tous les lactobacilles testés
possédaient une aminopeptidase générale. Les streptocoques thermophiles n'ayant pas
d'enzyme protéolytique extracellulaire, cela explique la stimulation de croissance observée
par apport d'acides aminés ou de peptides (Desmazeaud, 1983a). Cette production d'acides
aminés par les lactobacilles a été également constatée par Radke-Mitchell et Sandine
(1984) dans le yoghourt ou les acides aminés libres représentent 1 % du total des proténes,
soit une augmentation des taux alant de 6 a 24 (mg/100 ml) Comme, de son coté, S
thermophilus est doté de peptide-hydrolases intracellulaires de spécificité générae

(Desmazeaud, 1983b), il peut utiliser les peptides exogenes comme source d'acides aminés.

e. Coopération par modification des conditions physiologiques du milieu

Etant donné que le lait n'est pas un milieu de culture optimal pour les bactéries
lactiques, il est évident que des modifications de conditions physiologiques peuvent avoir
un role bénéfique pour les souches. Nous ne reviendrons pas sur la modification de la
teneur en acides aminés ou en peptides du lait, mais nous nous attacherons aux
conséquences de la modification du pH ou a la possibilité déimination des facteurs

inhibiteurs.
> Influence dela modification du pH

En étudiant I'influence de I'dge des cultures de lactobacilles sur la production
d'enzymes protéolytiques, Ezzat et al. (1982) ont montré que l'activité spécifique
d'exopeptidases des trois espéces étudiées (L. bulgaricus, L. helveticus et L. lactis)
augmentait pendant la phase exponentielle de croissance a 40 °C. L'augmentation de
I'activité peptidasique, facteur de coopération comme nous venons de le voir pourrait étre
en relation avec la diminution du pH du milieu. Cogan et al. (1981) ont mis en évidence le
réle du pH sur I'utilisation du citrate par les Leuconostoc, bactéries habituellement
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présentes dans les levains mésophiles producteurs d'aréme. Parallelement, ces auteurs ont
étudié le réle du pH sur I'activité des enzymes productrices de composés d'ardbmes de
certains produits laitiers: ces enzymes ont une activité maximale dans une zone de pH
voisine de 5,5. Cette augmentation d'activité explique I'utilisation avantageuse de ces

bactéries en culture mixte avec S. cremoris et/ou S lactis (Marshall et Law, 1984).

Ces deux études montrent que la diminution de pH, plus rapide et plus accentuée
lorsgue I'on a affaire a une culture mixte, a certainement un role bénéfique sur au moins
une des deux souches; elle pourrait intervenir en augmentant la force proton-motrice des
bactéries donc en augmentant |'énergie métabolisable par I'intermédiaire du gradient de
potentiel chimique du lactate (Konings et Otto, 1983). L'importance de ce phénomene sera

développée plusloin.

> Elimination de composésinhibiteurs

Les bactéries lactiques sont des organismes microaérophiles, voire strictement
anaérobies pour certaines. Dans tous les cas, tout facteur diminuant la quantité d'O, dissous
dans le milieu de culture stimule leur croissance et favorise la production d'acide lactique.
Shekar et Bhat (1983) ont montré que les bactéries lactiques induisaient, a des degrés
divers, une diminution du taux d'oxygene dans le lait. Leur incubation était en effet suivie
d'une diminution de la concentration en oxygene et en radicaux sulfhydryles libres.
Comme un échantillon témoin, ramené a la méme acidité par addition d'acide lactique, ne
montre pas ce phénomene, les auteurs en ont conclu que |'oxydation des groupes
sulfhydryles libres par I'oxygéne est catalysée par le métabolisme des bactéries lactiques.
Les différences entre les cinétiques de diminution de I'oxygéne d'une part, et la sensibilité
des souches au facteur toxique oxygéne dautre part, peuvent ére a l'origine d'une
coopération entre les souches. Kanbe et Uchida(1985) ont confirmé ce phénomene en
montrant que des cellules de Pediococcus halophilus consommaient de I'oxygene, a des
vitesses spécifiques variant de 5,52 a 6,59 nmol/min.mg de poids sec, avec du L-lactate
comme substrat.

Nous verrons dans la seconde partie gue le peroxyde d'hydrogene peut aussi inhiber
les bactéries lactiques. Reiter. B (1978) a montré que I'addition d'agents réducteurs comme
la cystéine réduisait le peroxyde d'hydrogéne et annulait donc l'inhibition. L'activité
protéol ytique des lactobacilles peut donc interférer avec ce composé (on avu qu'il y avait

augmentation du taux dacides aminés libres sous leur action) et, ce faisant, lever
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I'inhibition. L'activité inhibitrice des acides gras sur la croissance des streptocoques, des
lactobacilles et des Leuconostoc a éé constatée a plusieurs reprises. Poznanski et al.
(1968) ont montré que I'acide oléique, qui inhibe la croissance et la production d'acide de
L. helveticus, est, par contre, utilisé en grandes quantités par S. lactis. Il y a donc encore la

possibilité de coopération.

f. Autres phénomeénes pouvant permettre une coopération

A lasuite des travaux d'Auclair et Portmann (1958), consacrés aux effets stimulants
du chauffage du lait sur la croissance ultérieure de souches de bactéries lactiques,
Galesloot et al. (1968) ont étudié I'influence des conditions de culture sur I'acidité produite
par un mélange de souches de L. bulgaricus et S. thermophilus. Une souche de S
thermophilus est incubée dans du lait écrémé chauffé 10 mn a 90 °C, sous atmosphere
d'azote. A différents stades de la croissance, |e streptocoque est éliminé par chauffage a 80
°C. L. bulgaricus est aors incubé, et I'acidité produite est mesurée par titration a la soude
0,1 N. L'activité acidifiante, que ces auteurs ont obtenue, est alors comparable a celle qui
est observée en gjoutant de I'acide formique au mélange de souches cultivées sous air. Le
phénomene a éé confirmeé par d'autres chercheurs, I'acide formique est stimulant quand il
est présent dans le milieu de culture a des taux d'environ 32 mg/l de culture (Accolas et al.,
1971 ; Shankar et Davies, 1978).

Higashio et al. (1978) mettent en évidence un effet synergique des acides formique
et pyruvique sur la stimulation. Accolas et al. (1971) soulignent I'hypothese selon laquelle
I'acide formique serait impliqué dans la synthése de I'adénine, composé stimulant la
croissance (Auclair et Portmann, 1955). Il a été aussi montré, en séparant les acides gras
volatils d'une culture de streptocoques par chromatographie, et en testant I'activité
stimulante des fractions, que |'acide formique se trouvait dans le milieu de culture a des
taux d'environ 32 mg/l de culture (Galesoot et al., 1968). Veringa et al. (1968) sont ceux
qui ont éé le plus loin dans cette recherche. Sils montrent bien la présence d'acide
formique dans les échantillons prélevés en fin de culture, ceux-ci ne donnent pas la
quantité initiale d'acide formique dans le lait qu'ils ont utilisé (chauffé a 90°C pendant 10
mn). D'autre part, aucune cinétique de production d'acide formique par S. thermophilus n'a
jamais été publiée. On peut donc se demander si S. thermophilus stimule L. bulgaricus par

la production de ce compose !
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Driessen et al. (1982), en étudiant I'effet du taux de dilution sur L. bulgaricus
cultivé en continu a pH constant, ont montré que l'augmentation de la concentration en
CO; dans le milieu stimulait la culture. Concomitamment, ces auteurs ont mis en évidence
la production de CO, par S. thermophilus et ont ains prouveé |'existence d'un autre facteur
de coopération. Reiter et Oram (1962) avaient déja remarqué cet effet du CO, lors de leur
étude sur les besoins en vitamines de souches pures de streptocoques, et ils I'avaient imputé
a l'intervention du CO, dans la synthese de I'acide aspartique. Tinson et al. (1982)
interprétent la production de CO, par S. thermophilus comme la conséquence de la
décarboxylation, par une uréase, de I'urée présente dans le lait. Bien que Farrow et Collins
(1984) ne mentionnent pas I'existence d'une uréase chez S. thermophilus comme caractére

taxonomique représentatif de I'espéce de S. thermophilus.
4.4. Aptitudestechnologiques des bactéries du yaourt
4.4. 1. Aptitude acidifiante

La fonction acidifiante constitue la propriété métabolique la plus recherchée des
bactéries lactiques utilisées dans les industries aimentaires. Elle se manifeste par la
production de I’acide lactique a partir de la fermentation des hydrates de carbone au cours
de |la croissance bactérienne (Mayréd- Makinen et Bigret, 2004 ; Monnet et al., 2008). Selon
Béa et al. (2008), les conséquences, d’ordre physico-chimique et microbiologique,

peuvent se résumer ainsi par :
- Accumulation d’acide lactique participant ala saveur des aliments fermentés ;

- Abassement progressif du pH des milieux de culture et des matrices

aimentaires ;

- Limitation des risques de développement des flores pathogene et d’altération

dans les produits finaux ;
- Deéstahilisation des micelles de caséines, coagulation des laits et participation a
la synérése.
Pour un ferment donné, il s’agit de permettre une vitesse d’acidification élevée
et/ou d’atteindre un niveau d’acidité finale prédéfinie. Le niveau d’acidité dépend des

spécifications du produit, lesquelles vont conditionner le choix des souches (Monnet et al.,
2008).
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4.4. 2. Aptitude protéolytique

La croissance jusqu’a des densités cellulaires permettant aux bactéries lactiques
d’assurer les fonctions de fermentation repose sur un systéme protéolytique capable de
satisfaire tous les besoins en acides aminés en hydrolysant les protéines. Les bactéries
lactiques démontrent des potentialités différentes, liées a leur éguipement enzymatique,
pour I’utilisation de la fraction azotée. Les lactobacilles présentent généralement une
activité protéolytique plus prononcée que les lactocoques (Donkor et al., 2007 ; Monnet et
al., 2008 ; Roud; et al., 2009).

4.4. 3. Aptitude lipolytique

Les propriétés lipolytiques sont généralement faibles chez les bactéries lactiques,
les lactocoques sont considérés comme plus lipolytiques que Streptococcus thermophilus et
les lactobacilles. Elles peuvent cependant présenter un intérét pour certaines applications
fromagéres (Béal et al., 2008). D’une maniere générale on distingue les estérases qui
hydrolysent de facon préférentielle les esters formés avec les acides gras a chaine courte
(C2-CB) et les lipases qui sont actives sur des substrats émulsifiés contenant des acides
gras a chaine longue (>C8), ces enzymes sont impliquées dans I'hydrolyse de mono, di, et
triglycérides (Béal et al., 2008 ; Serhan et al., 2009).

4.4. 4. Aptitude aromatisante

Les bactéries lactiqgues sont capables de produire de nombreux composés
aromatiques (tels que : I'acétaldéhyde, le diacétyle, I'acétoine et 2,3-butanediol, I’éthanol,
I’acétate, le formiate, ...etc.) principalement a partir du lactose, du citrate, des acides
aminés et des matiéres grasses. Cette fonctionnalité est particuliérement importante lors de
I’élaboration des laits fermentés, des fromages frais, cremes et beurre, dont I’aréme
principal est lié a cette activité microbienne (Bourgeois et Larpent, 1996 ; Gerrit et al.,
2005 ; Cholet, 2006).

4.4.5. Aptitude texturante

La capacité des bactéries lactiques a synthétiser des exopolysaccharides (EPS) joue
un role important pour la consistance et la rhéologie des produits transformés. Les Lb.
delbrueckii ssp.bulgaricus et Streptococcus thermophilus produisant des EPS sont utilisés
dans la fabrication des yaourts, ceci afin d’améliorer la texture, éviter la synérése et
augmenter la viscosité des produits finis. L utilisation des EPS produits par les souches Lc.
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lactis ssp. cremoris est trés prometteuse pour la structure et la viscosité des produits laitiers
fermentés (Leroy et De Vuyst, 2004 ; Ho et al., 2007).

4.4. 6. Activité antimicrobienne

Les bactéries lactiques produisent une variété de composés antimicrobiens qui sont
utilisés dans la fermentation et la bioconservation des aliments (Labioui et al., 2005). Les
acides organiques, comme I’acide lactique, I’acide acétique ou I’acide propionique,
élaborés lors de la fermentation des glucides, peuvent inhiber des levures, des moisissures
et des bactéries. Le peroxyde d’hydrogene produit par les bactéries lactiques s’accumule
dans I’environnement et peut inhiber certains microorganismes. Les bactéries lactiques
hétérofermentaires synthétisent du dioxyde de carbone comme métabolite secondaire. Son
accumulation dans le milieu extérieur crée une anaérobiose qui s’avere toxique pour
certains microorganismes aérobies présents dans I’aliment. Le diacétyle peut inhiber la
croissance des bactéries a Gram négatif, des levures et moisissures (Alakomi et al., 2000 ;
Ammor et al., 2006).

Les bactériocines produites par les bactéries lactiques sont des substances
antimicrobiennes de poids moléculaire variable. Elles ont une activité inhibitrice dirigée
contre les bactéries proches de la souche productrice et leur spectre d’action est
généralement étroit. Les plus connues sont : la nisine, la diplococcine, I’acidophiline et la
bulgaricane (Ogunbanwo et al., 2003 ; Dortu et Thonart, 2009). La plupart des
bactériocines produites par les bactéries lactiques partagent le méme mode d’action, basé
sur laformation de pores dans la membrane de la bactérie cible (De Vuyst et Leroy, 2007 ;
Kumari et al., 2009).

5. Applicationsindustrielles des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques présentent des activités métaboliques assez diversifiées et
une capacité d’adaptation a différents environnements. Cette diversité est responsable de
leur large gamme d’applications a I’échelle industrielle (Streit et al., 2007). Dans
I’industrie alimentaire, ces microorganismes permettent la conversion d’une grande variété
de matiéres premiéres, conduisant ainsi a de nombreux produits comme les laits fermentés
(yaourt) (Axelsson, 2004 ; Streit et al., 2007). Les bactéries lactiques sont également
utilisées dans I’industrie chimique (production d’acide lactique), dans le domaine médical
(notamment pour le traitement de dysfonctionnements intestinaux) et dans I’industrie des
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additifs alimentaires (production d’exopolysaccharides). Elles sont aussi utilisées pour la
production de bactériocines et des protéines thérapeutiques (Rodriguez et al., 2003).

Le role des levains lactiques est double : d'une part, ils sont responsables de
I'acidification du lait, du fait de la production dacide lactique; dautre part, leur
métabolisme est al'origine des modifications de texture et de flaveur permettant d'aboutir &
la quaité organoleptique du produit final (Cogan, 1980). Considérons |'exemple du
yoghourt (Accolas et al., 1980) : lafaible valeur du pH final empéche e développement de
germes indésirables (producteurs de gaz, putréfiants), et évite le développement de germes

pathogénes.

De plus, le métabolisme des souches est, en grande partie, responsable de la qualité
organoleptique du produit final. Dans le cas des fromages a péate cuite (Accolas et al.,
1980), la protéolyse joue un réle fondamental en modifiant les propriétés rhéologiques, et
en provoquant |'apparition de composés d'ardme (ou de précurseurs) ; l'acidification
permet, quant a elle, d'éliminer I'eau du caillé dans de bonnes conditions (phénomene de
synérése). L'éude des propriétés organoleptiques du beurre et des fromages a pate molle a
permis de mettre en évidence la dualité des levains mésophiles (Cogan, 1980). En effet, les
cultures qui déterminaient un bon développement d'arbme contenaient en fait un mélange
de deux types de bactéries lactiques, I'un produisant une plus grande quantité d'acide

lactique et |'autre produisant des quantités d'ardmes plus é evés.

. Leyaourt et satechnologie
1 Lelait fermenté

On appelle lait fermenté un produit laitier obtenu par la fermentation du lait, lequel
peut avoir été fabriqué a base de produits obtenus a partir de lait avec ou sans modification
de composition, par I’action de micro-organismes appropriés et résultant dans la réduction
du pH avec ou sans coagulation (précipitation isoélectrique). Ces levains (micro-
organismes) doivent étre viables, actifs et abondants dans le produit a la date de durabilité
minimale (Codex Alimentarius, 1975).

2. Définition et données sur leyaourt

Selon la définition établie par la FAO (Food Agricultural Organisation) et ’OMS
(Organisation Mondiae de la Santé) en 1977, le yaourt est un lait coagulé obtenu par la
fermentation lactique due a deux ferments spécifiques ensemencés simultanément :
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Sreptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus qui sont contenus naturellement
dans le lait, & I’exclusion de toute autre bactérie. Ces bactéries doivent se retrouver
vivantes & la concentration de 10 /g de produit. Elles sont aussi thermophiles et dégradent
le lactose en acide lactique a partir de 45°C dont la teneur doit étre au moins 0,7 % lors de

savente (Vierling, 2008).

Le Codex Alimentarius, norme n° A- 11 (a) (1975) définit ains le yaourt: " Le
yaourt est un produit laitier coagulé obtenu par fermentation lactique grace a I'action de
Lactobacillus bulgaricus et de Streptococcus thermophilus a partir du lait fraisainsi que du
lait pasteurisé (ou concentré, partiellement écrémé, enrichi en extrait sec) avec ou sans
addition de (lait en poudre, poudre de lait écrémé, etc.). Les micro-organismes du produit
final doivent étre viables et abondants ".

La légidation de nombreux pays exige que les bactéries du yaourt soient vivantes
dans le produit mis en vente. D'autres pays admettent qu'a la suite d'un traitement
thermique destiné & améliorer la durée de conservation, le produit ne contient plus de
bactéries vivantes. Cette pratique n'est pas recommandable, car elle modifie les propriétés
du yaourt (FAO, 1995).

3. Lescriteresde qualité du yaourt prisen compte par le Codex
3.1 Dénomination de produit

Elle varie selon les langues, mais les termes les plus utilisés sont «youghurt » ou

«yoghurt » ou « yaourt »
3.2 Typedeproduit

lls sont définis souvent en fonction de leur teneur en matiére grasse ou de
I’adjonction éventuelle d’ingrédients (yoghourt partiellement écrémé, yoghourt écremé,

yoghourt sucré et yoghourt nature).
3.3 Type deferment utilisé

Sdon la FIL (Fédération Internationale Laitiere) et de nombreux pays, la
dénomination « yaourt » nécessite |'utilisation obligatoire et exclusive des deux ferments
caractéristiques Streptococcus thermophilus et Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
(Luquet et Corrieu, 2005).

34 Laquantitédeferment contenue dansle produit finis
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La FIL fixe la quantité de ferment vivants, égale & 10" bactéries/g rapportés a la
partie lactée jusqu’a la date limite de consommation.

3.5 Laviabilitédelaflorelactique

Flore viable pendant toute la durée de vie (jusqu’a la date limite de consommation).
3.6 Ingrédientslaitiers

Lait pasteurisé, congel€, écrémé, concentré, en poudre, créme et caséines etc.
3.7 Ingrédientsnon laitiers

Une multitude d’ingrédients peut étre utilisée par exemple de fruits sous différentes
formes (purée, jus, pulpe, sirop etc). La quantité des ingrédients non laitiers est fixée par le
Codex Alimentarius, laFIL et la plupart des pays a moins de 30% en poids du produit fini.

38 pH

La FIL préconise une teneur de 0,7% d’acide lactique. Cette valeur est respectée
dans certains pays avec une variabilité de 0,6 a 15%. Certaines normes imposent un pH
inférieur 24,5 ou 4,6 (Luquet et Corrieu, 2005).

3.9 Taux dematieregrasse

Il doit ére minimum inférieur a 3% dans le cas des yaourts (nature, sucré ou
aromatisé). Compris entre 0.5 et 3% dans | e cas des yaourts partiellement écrémés et 0.5%

pour les yaourts écrémés.
3.10 Teneur en protéines

Elle est égale a 2,8% dans le produit fini. En fonction de la technologie de

fabrication, les yaourts sont divisés en deux groupes:

a. Yaourtsfermes: dont lafermentation alieu en pots, ce sont généralement des

yaourts nature ou aromatisés

b. Yaourts brassés: dont la fermentation a lieu en cuves avant le
conditionnement, ce sont généralement des yaourts brassés nature ou aux fruits
(Luquet et Corrieu, 2005).

Les yaourts et les produits fermentés frais identifiés comme aliments bénéfiques
pour la santé, sont aujourd’hui des produits de grande consommation. Ainsi, selon une

enquéte du Centre National Interprofessionnel de I’Economie Laitiere (CNIEL), la
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production de yaourts et d’autres laits fermentés ne cesse de croitre et est parvenue a 1 435
993 tonnes en 2002 (Paci Kora, 2004).

4. Technologie de fabrication du yaourt

Selon la Fédération internationale laitiere, le yaourt est issu d’un mode de
fabrication bien précis. Ce n’est en effet que sous certaines conditions qu’un lait fermenté

peut porter I’appellation de " yaourt ou yoghourt ".

Le diagramme de production differe selon le type de produit : yaourt ferme dont la
fermentation se fait aprés conditionnement en pots, ou brassé dont la fermentation se fait
en cuve. Le coagulum obtenu dans ce dernier cas est dilacéré et brassé pour étre rendu plus
au moins visqueux puis conditionné en pots. Le diagramme généra de production (figure

5) présente les étapes de fabrication qui seront décrites postérieurement :

Féception et stockage du lat

Standardisation en matiéres grasses

|

| Ennchissement en protéines |

:

Homogénéizahon |
Fabrication du ']r Fabrication du lait

yaourt - Jermenta
- | Trartement thermique |

{} | l | @

Inoculation
4 1
Conditionnement en pot | Fermentation en cuve |
| ¥
Fermentafion en éfuve Brassage du coagulum
4 1
Fefroidissement 3 4°C | Efﬁﬂldﬁiﬂm’if—'f a20°C |
| Conditionnement en pot |
| Fefrowdizzement 3 4°C |

Stockage refnigere et distiibution

Yaourt ferme Yaourt brassé

Figure 5. Diagramme de fabrication du yaourt (& gauche yaourt ferme et a droite yaourt
brasseé) d’aprés Béal et Sodini (2012).
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4.1. Préparation du lait

La matiére premiére peut étre soit du lait frais, soit du lait recombiné (a partir de
lait en poudre maigre et de matiére grasse laitiére anhydre), soit du lait reconstitué (a partir
de lait en poudre maigre), ou encore un mélange. Dans tous les cas, elle doit étre de bonne
qualité microbiologique, exempte d'antibiotiques ou d'autres inhibiteurs et parfaitement
homogeénéisée (FAO, 1995).

4.2. Standardisation du mélange

La consistance et la viscosité du yaourt sont pour une grande partie sous la
dépendance de la matiére seche du lait. En effet, tous les nutriments jouent un role sur la
qualité finade du yaourt (FAO, 1995). Les protéines, de par leur coagulation et leur
capacitéde liaison avec I’eau, agissent sur la texture, particulierement sur la viscosité, la
consistance, I’élasticité et la fermeté. La graisse confere de I'onctuosité et la sensation de
douceur alabouche, masque I'acidité et améliore la saveur (Lamontagne, 2002). Le lactose
est le compose utilisé pour I’acidification et a un faible pouvoir sucrant, soit quatre fois
plus faible que celui du sucre de table. Les minéraux, comme des boulons, travaillent ala
stabilisation du gel et les vitamines sont requises pour la croissance bactérienne (Atlan et
al., 2008).

La standardisation du mélange laitier permet non seulement de palier aux
variations de composition du lait mais aussi, a obtenir la composition désirée. Cette
standardisation peut s’obtenir par I’ajout de concentrés et d’isolats de protéines seriques,
de poudre de lait écrémé ou entier (généralement, I’addition de lait en poudre est la
méthode employée pour renforcer I'extrait sec du lait de fagon a porter I'extrait sec du
produit a 120-150 g par litre), de lactose et de la creme en fonction de la teneur désirée en

protéines et matiere grasse (Tamime et Robinson, 1999).

Selon le Code des principes FAO/OMS, la teneur minimale en matiére séche
laitiére non grasse est de 8,2 % (en poids) quelle que soit la teneur en matiére grasse
(norme n° A- 11 (@), 1975) (FAO, 1995). La teneur en matiere grasse du yaourt est
variable. Généralement, elle est ajustée de sorte que le produit entre dans I’une des
catégories ci-apres :

a. Yaourt entier : au minimum 3% (en poids) de matiére grasse ; en pratique de 3

a4,5 %;
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b. Yaourt partiellement écrémé: moins de 3% (en poids) de matiéere grasse ; en
pratique: de 1 a2 %;

c. Yaourt écrémé: au minimum 0,5 % (en poids) de matiére grasse; en pratique
de 0,05a0,1 %.

4.3. Homogénéisation

L’homogénéisation du lait a plusieurs objectifs : elle améliore la fermeté des gels
obtenues aprés fermentation, augmente leur capacité de rétention d’eau et réduit la
synérése , par alleurs elle prévient le crémage au cours des opérations « statiques » de la
fabrication du yaourt, en particulier lors de la période d’incubation en pots ou dans les
cuves de fermentation, cela est due au fractionnement de la taille des globules gras de 4-5
pum a 1 um par cisallement (Amiot, 2002). En plus de conférer une couleur plus
blanchétreau mélange laitier, cette diminution de diametre facilite I’insertion des globules
gras dans les pores du réseau caséique du yaourt. Cette étape permet également de
mélanger de fagon homogene les divers ingrédients laitiers ajoutés lors de I’étape de la
standardisation. Une autre des conséquences de I’homogénéisation est la formation de
nouvelles gouttelettes de globules de gras entourées par des caséines et des protéines
sériques. La résultante est une augmentation du caractére hydrophile des globules de gras
(Schorsch, 2001).

4.4. Traitement thermique

Le lait enrichi, éventuellement sucré, subit un traitement thermique. Le bareme de
traitement thermique le plus couramment utilisé est de 90- 95°C pendant 3 a 5 minutes
(Mahaut, 2000). Cependant, une température él evée pendant un bref temps (100°C a 130°C
pour 4 & 16 S) ou bien une ultra haute température (UHT) (140°C pour 4 a 16 s) sont
parfois utilisés (Sodini et al., 2004). Ce traitement a de multiples effets sur la flore
microbienne ainsi que sur les propriétés physico-chimiques et fonctionnelles du lait. Tout
d’abord, il assure I’innocuité du produit suite a la destruction des microorganismes
pathogénes et indésirables (Walstra, 2006). Il crée des conditions favorables au
dével oppement des bactéries lactiques et inactive des inhibiteurs de croissance tels que les
lactopéroxidases et des enzymes telles que la lipase responsable de I’oxydation des lipides
(Walstra, 2006). De méme, il réduit les sulfures toxiques et entraine la production d’acide
formique qui est un facteur de croissance pour Lb. bulgaricus (Loones, 1994). Le
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traitement thermique a également un effet sur la conformation tridimensionnelle des
protéines, induisant la modification de leurs propriétés fonctionnelles. Il dénature la
majorité des protéines du lactoserum (85%), la résultante est I’association de la caséine K et
de la B- lactoglobuline via un pont disulfure. Des liaisons entre les caséines et I’a-
lactalbumine sont également engendrés (Mahaut, 2000). Au niveau rhéologique, ces
modifications se traduisent par une amélioration apres fermentation de la fermeté des gels
(Jeantet et al., 2007). De plus le traitement thermique entraine une production plus
importante de I’acétaldéhyde, le composé responsable de I’arbme « yaourt » (Ozer et
Atasoy, 2002).

4.5. Ensemencement

Lelait enrichi et traité thermiquement, est refroidi alatempérature de fermentation,
40-45° C. Cette température correspond a I’optimum de développement symbiotique des
bactéries lactiques (Lee et Lucey, 2010). Leur inoculation se fait a l'aide dun
levaincomprenant exclusivement une ou plusieurs souches de chacune des bactéries
spécifiques du yaourt:St. salivarius ssp. thermophilus, et Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus
qui sont inoculées entre 2 et 5% dans le mélange laitier afin d’atteindre une population
initiale de I’ordre de 10" UFC / ml avec un ratio de 1 :1 (Clark et Plotka, 2004). Ces deux
espéces bactériennes vivent en symbiose et en synergie, elles dégradent le lactose en acide
lactique, entrainant une baisse du pH et la gélification du milieu avec des modifications
structurelles irréversibles. En outre, ces bactéries produisent des composes carbonylés
volatiles (I’acétaldéhyde, le diacétyle, I’acétoine, [I’acétate d’éthyle) et des
exopolysaccharides qui participent, respectivement, a I’élaboration de I’ardme et de la
texture des yaourts (Ott et al., 2000).

Une bonne agitation est nécessaire pour rendre parfaitement homogéne le mélange
lait-ferment (FAO, 1995). La vitesse d’acidification et le pH final influencent la formation
du gel acide. Une vitesse d’acidification lente engendre la formation d’un gel lisse et
homogeéne et donc plus faible (Haque et al., 2001). Le respect du pH final est primordial
puisque les propriétés sensorielles (acidité, flaveur et texture) du produit fini en dépendent,
c’est pourquoi, lorsque le pH atteint une valeur comprise entre 4,7 et 4,3, un
refroidissement en deux temps (rapide jusqu’a 25°C, puis plus lent jusqu’ a 5°C) est
appliqué afin de stopper la fermentation. En effet, I’activité des bactéries lactiques est

limitée pour des températures inférieures a 10°C (Sondi et al., 2004).
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4.6. Etuvage

C'est aprés I'ensemencement que se différencient les procédés de fabrication des
yaourts ferme et brasse. Selon la nature du yaourt a fabriquer, on procede soit a une
incubation en pots au niveau des chambres chaudes (dans le cas du yaourt ferme) ou a une
incubation dans des cuves ou il sera brassé (dans le cas du yaourt brassé). Le temps de
fermentation se situe entre 3 et 7 h jusqu’a I’obtention d’une acidité finale de 0,9 a 1,2% en
équivalent d’acide lactique (Clark et Plotka, 2004).

4.7.  Conditionnement et stockage
4.1. 1. Yaourt ferme (dit aussi en pot ou é&uve)

Le lait ensemencé est rapidement réparti en pots en plastique (poly-vinyl). Dans le
cas des yaourts sucré, aromatisé, aux fruits, a la confiture etc. L’apport d'additifs se fait

avant le remplissage des pots (FAO, 1995).

Apres le capsulage (dluminium, carton paraffiné), les pots sont placés dans une
étuve (a air chaud) ou parfois au bain-marie pour permettre la fermentation. L'acidification
dépend de la température et de la durée dincubation. L'incubation dure environ de 2 a 3
heures. Les pots sont maintenus dans I'étuve jusgu'a |'obtention d'une acidité de 0,75 (au
minimum) a 1 % environ d'acide lactique, soit 75 a 100° Dornic. A ce moment, le caillé

doit étre ferme, lisse et sans exsudation de serum (FAO, 1995).

Les pots sont alors immédiatement sortis de I'étuve, refroidis le plus rapidement
possible a la température de +4 a +5 °C. Ce refroidissement a pour but darréter
I'acidification par inhibition des bactéries lactiques. Les pots sont ensuite stockés a +2/ +4
°C pendant 12 a 24 heures de facon a augmenter la consistance sous l'action du froid
(FAO, 1995).

4.7.2. Yaourt brassé

Le lait ensemencé est maintenu en cuve ou en tank ala méme température que dans
le cas des pots (entre 42 et 46 °C) jusqu'a obtention de I'acidité voulue. Celle-ci est souvent
un peu plus élevée que pour le yaourt ferme: de 1 41,2 % d'acide lactique, soit 100 a 120°

Dornic. On procede alors au découpage et au brassage du caillé par I'un des procédés ci-
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aprés. agitation mécanique a l'aide d'un brasseur a turbine ou a hélice; passage du gel a
travers un tamis; homogeénéisation a basse pression (FAO, 1995).

Le brassage terming, le caillé est immédiatement et rapidement refroidi a une
température inférieure a 10 °C. Le brassage du caillé au cours de la réfrigération améliore
I'onctuosité du produit. Le yaourt est ensuite conditionné en pots et conservé a +2 / +4 °C.
L'addition éventuelle d'ardmes, de pulpes de fruits se fait au moment du remplissage des
pots. L'addition du sucre peut se faire avant incubation, a condition de ne pas dépasser 6 %
afin de ne pas raentir la fermentation. Le brassage du caillé au cours de la réfrigération
améliore I’onctuosité du produit (FAO, 1995).

4.8. Conservation desyaourts
4.8. 1. Conditions et duréelégale de conservation

La durée de conservation du yaourt est autour de trois semaines aux conditions de
réfrigération. Le yaourt est toujours en danger de dégradation protéolytique par la
protéolyse du lait qui peut se produire pendant |'entreposage au froid due a la croissance
des bactéries psychrotrophes (FAO, 1995).

Plusieurs techniques sont utilisées pour garder et améliorer la qualité du yaourt a
savoir I’addition de substances chimiques telles que les agents conservateurs (acide
ascorbique «E220 », sorbates de sodium «E221 »...), I’injection du gaz (CO;) dans la
surface vide entre le couvercle et I’aliment, utilisation des ondes électromagnétiques (HF,
UHF,...), congélation du yaourt (surtout le yaourt brassé, congelé a -25° C), et la
stérilisation par la chaeur mais la réfrigération reste toujours la méthode la plus connue
pour controler I’activité métabolique des ferments et leurs enzymes dans le yaourt au cours
du stockage (Adam et Mass, 1999).

5 Qualité du yaourt au coursde la conservation

Si le maintien du yaourt au froid empéche la multiplication bactérienne, il n'arréte
pas complétement son activité métabolique. Le yaourt montre des modifications durant
toute la durée de conservation, ce qui atére saqualité (Dave et Shah, 1998).
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51 Qualité physico-chimique
5.1. 1. Post-acidification

La post-acidification a un effet négatif sur la qualité du yaourt et diminue la durée
de conservation. Elle est étroitement associee a I’activité métabolique persistante des
lactobacilles pendant le stockage a 4° C (Béal et al., 1999). Le pH influe la flaveur et la
texture finale du produit et refléte donc la qualité du produit final. Si la valeur de post-
acidification est tres basse, nous aurons un yaourt tres acide avec des problémes de
séparation d’eau (synérése) et si elle est haute, la flaveur sera affectée en raison d’un
manque d’acidité (Tamime et Robinson, 1999). L. delbrueckii ssp. bulgaricus et S
thermophilus sont responsables de la post-acidification du yaourt pendant le stockage au
froid (Donkor et al., 2006).

a. Synérese

La synérése ou la séparation spontanée du petit lait sur la surface du yaourt est
considérée comme un défaut. Ce probléme peut étre réduit ou éiminé par |'augmentation
du niveau des solides du lait & 15% (Shah, 2003).

b. Viscosité

Afin d’accroitre la viscosité apparente et la consistance du yaourt, la teneur en
matiére séche du lait écrémé est utilisé est augmentée au préalable jusqu’a 10-12%(Schoda
et al., 2001). Apres concentration (évaporation ou osmose inverse) ou, plus fréguemment,
addition de poudre de lait écrémé ou protéines de lactoserum (Mahaut et al., 2000). Des
agents de texture (épaississants ou gélifiants) peuvent étre gjouté dans le cas des yaourts
brassés sans matiere grasse, afin d’améliorer I’apparence, la viscosité et la consistance de

ces derniers.

52  Qualité microbiologique

La qualité microbiologique du lait et des produits laitiers est influencée par laflore
initiale du lait cru, les conditions de la transformation et la contamination aprés le
traitement thermique. Les microorganismes les plus souvent évoqués sont les
psychrotrophes Gram négatives, les coliformes, les levures et les moisissures. En outre,
diverses bactéries telles que Salmonella sp., Listeria monocytogenes, Campylobacter
jeluni, Yersinia enterocolitica, les souches pathogénes d’E.coli et les souches entéro-
toxinogénes de Staphylococcus aureus peuvent également étre trouvées dans le lait et les
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produits laitiers. Actuellement, la maitrise de ces bactéries pathogénes nécessite la mise en
place d’un systeme de contrdle et de surveillance rigoureux (Rodriguez et al., 2003).

La viabilité des bactéries lactiques constitue le plus important obstacle rencontré au
cours de lafabrication, et particulierement pendant le stockage a cause de leur courte durée
de vie dans les produits laitiers fermentés (Analie et Viljoen, 2001). Les principaux
facteurs responsables de la perte de viabilité des bactéries lactiques ont été attribués a la
diminution du pH du milieu et de I'accumulation des acides organiques en raison de la
croissance et de lafermentation (Sun et Griffiths, 2000).

5.3 Qualité organoleptique
53.1 Fermeté

Le maintien d'une texture et d'une dureté uniformes au cours de la fabrication et
pendant toute la période de conservation est le principal objectif dans la production du
yaourt. La fermeté du yaourt n’est probablement pas affectée au cours de la conservation
(Shakeel Hanif et al., 2012).

5.3.2 Arbme

Les composants aromatiques qui contribuent a I’aréme final du yaourt peuvent étre
divisés en quatre catégories a savoir les acides non volatiles (lactique et pyruvique), les
acides volatiles (butyrique et acétique), les composés carbonyliques (I’acétaldéhyde et le
diacétyle) et divers autres composés (acides aminés et les produits formés par la
dégradation thermique) (Serraet al., 2009).

5.3.3 Texture

Les différences de texture entre les yaourts sont attribuées au type du lait utilisé et
leurs différences compositionnelles (Shakeel Hanif et al., 2012). En effet, un taux éevé de
matiere seche totale augmente la fermeté de gel et réduit le degré de la synérése
(Mohammeed et al., 2004).

534 Golt

La perte du goQt du yaourt est le résultat du développement de I'acidité, I'oxydation
de graisse ou la protéolyse des protéines (Shakeel Hanif et al., 2012). Les activités

protéolytiques des bactéries lactiques peuvent avoir quelques effets nuisibles sur le lait
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fermenté. La production des peptides amers est en grande partie attribuée a la protéolyse
par Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus pendant |e stockage (Gursoy et al., 2010).
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Chapitre 2. L’huile essentielle de Myrtus communisL.
1 Histoire dela plante Myrtus communisL.

Les baies du myrte ont une longue histoire d’application dans les industries
pharmaceutiques. Elles sont utilisées pour leurs effets positifs sur la santé humaine, comme
antiseptique, astringent, carminative, tonique des cheveux, analgésique, cardiotonique,
diurétique, anti-inflammatoire, stomachique, néphroprotectrice, antidote, hémostatique,
tonique du cerveau et antidiabétique (Sumbul et al., 2011)

2. Aspect économique

Le Myrte commun est doté de vertus médicinales notamment utilise comme
antiseptique et désinfectant mais également pour ses propriétés balsamiques. Ce sont les
qualités aromatiques et médicinales du myrte qui favorisent son utilisation dans les
industries  pharmaceutique, cosmétique et agroaimentaire. Dans les régions
méditerranéennes, on fait fermenter et macérer les baies pour obtenir de laliqueur et du vin
(Barboni, 2006).

3. Etude botanique de Myrtus communisL.
3.1 Généralitéssur lafamille des Myrtacées

Lafamille des Myrtaceae est |a huitiéme plus grande famille de plantes a fleurs, en
comptant plus de 140 genres et environ 5 600 espéces. La classification APGII 2009 et les
travaux récents de Soltis et al. (2011), classent la famille des Myrtaceae au sein des clades
suivants. les Angiospermes, les Eudicotyledoneae, les Rosidae, les Malvidae et enfin
I’ordre des Myrtales. Les Myrtaceae sont économiquement de premiére importance pour
les industries pharmaceutiques, agroalimentaires ou cosmétiques, sans compter les

nombreux composés potentiellement bioactifs qu’il reste a analyser et valoriser.

Afin de classer lafamille des Myrtacées, nous alons nous référer ala classification
APG, qui est une classification botanique des Angiospermes (Boukef, 1986). Elle est basée
sur des études moléculaires. Des séquences de fragments d’ADN sont comparées
permettant de mettre en évidence des parentés génétiques. La plus récente des
classifications établies par le groupe Angiosperms Phylogeny Group est la classification
APG Il datant de 2009, qui est une modification de la classification APG Il de 2003. Cette
récente classification est basée sur deux geénes chloroplastiques et un géne nucléaire de

ribosome.
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3.2.

brillant. Connu en Algérie sous lenom vernaculaire deRayhan, il se remarque par ses fleurs
blanches tres ouvertes et ses nombreuses étamines en touffe ébouriffée (figure 6). Son
odeur aromatique forte et particuliere est I’un de ses traits de caractéere. La plante renferme
de nombreuses poches sécrétrices surtout au niveau des feuilles. Ces derniéres sont ovoides
lancéolées, 2 a 3 fois plus longue gque larges, a nervation pennée persistantes, opposees, a
trés court petiole, coriaces et d’un vert brillant. Les fleurs apparaissent au début de I’éte ;
elles sont grandes 10-15 mm ; solitaires sur un long pédoncule a I’aisselle des feuilles et
trés odorantes et pourvues a la base de bractées trés petites, rapidement caduques. Les

fruits sortent a I’automne, ce sont des baies ovoides 6-8 mm noires bleudtres a peau

Pour lafamille des Myrtacées on vadonc avoir :

Embranchement des Spermatophytes

J

Sous embranchement des Angiospermes

l

Clade des Dicotylédones vraies (ou Eudicotylédones ou Eudicots) Clade des

Eudicotylédones supérieurs

[

Clade des Rosidées

l

Clade des Eurosidées |11 ou Malvidées

l

Ordre des Myrtales

l

Famille des Myrtacées

L’espéce Myrtus communisL.

C’est un arbuste de un a deux meétres de hauteur ; en buissons denses d’un vert
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charnue, conservant aleur partie supérieure les restes du calice. Ces fruits sont comestibles
mais dpres et astringents. Les rameaux sont de taille fine de couleur verte quise transforme

rapidement en brun orangé, pubescents dans leur jeunesse (Barboni., 2006).

Figure 6. Myrtus communis L. (canope.ac-besancon.fr)

Sa position systématique a été rapportée parGoetz et Ghedira (2012).
Regne: Plantae
Sous-regne : Eucaryotes
Embranchement : Spermaphytes
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe: Dicotylédones
Ordre: Myrtaes
Famille: Myrtaceae
Genre: Myrtus
Espéece : communisL.
4, Utilisations thérapeutiques et culinairesdu myrte
En nous basant sur différentes éudes ethnobotaniques, nous avons répertorié
quelques utilisations traditionnelles du myrte tout autour de la Méditerranée. Ces études

recouvrent des zones qui peuvent s’étendre a I’ensemble d’un pays ou bien a une région

précise d’un pays.

En 2013, Bulut et al., Gurdal et al. et Sargin et al., travaillent en Turquie. Au total
512 personnes ont été interrogées. Dans le sud-ouest de la Turquie, dans la région de
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Marmaris, I’huile essentielle de feuilles de myrte est utilisée par voie cutanée pour traiter
les paralysies et les douleurs, et par voie orale pour traiter le diabete. Dans I’ouest de la
Turquie dans la région de Turgutlu, les feuilles sont utilisées en décoction pour traiter les
affections de la prostate. Toujours dans I’ouest de la Turquie, mais dans la région de
Manisa, les feuilles et les fruits sont utilisés en décoction pour traiter I’incontinence et les

infections de lavessie.

Bulut et al. (2013) notent que I’infusion et la décoction sont les formes de remedes
majoritaires. A elles deux, elles représentent 55,5% des formes utilisées. En Tunisie,
d’apres Leto et al. (2013), les feuilles sont aussi utilisées en décoction pour traiter les
douleurs dentaires et comme adoucissant. Dans le nord de I'Algérie dans la région de
M'Sila, Boudjelal et al., (2013) interrogent 83 herboristes. 19% d’entre-eux déclarent
utiliser Myrtus communis comme traitement de I’hypertension et du diabéte. Pour cela, ils
utilisent les parties aériennes sous forme d’infusion ou de décoction. Au Maroc, les
décoctions et infusions de feuilles sont utilisées pour le traitement du diabéte dans les
régions du Nord, de I’Est et du Sud-est. Dans la province d’Errachidia au Sud- Est, selon
Tahraoui et al. (2007), le myrte est aussi utilisé en infusion et décoction pour le traitement
de I’hypertension artérielle. Selon Ziyyat et al. (1997), dans I’Est du Maroc, il est utilisé
comme antiseptique, astringent, contre les troubles gastro-intestinaux, comme anti-

diarrhéique et pour les soins capillaires.

Les baies du myrte ont une longue histoire d’application dans les industries
pharmaceutiques. Elles sont utilisées pour leurs effets positifs sur la santé humaine, comme
antiseptique, astringent, carminative, tonique des cheveux, analgésique, cardiotonique,
diurétique, anti-inflammatoire, stomachique, néphroprotectrice, antidote, hémostatique,
tonique du cerveau et antidiabétique (Sumbul, 2011).

Les baies du myrte sont utilisées comme essences aromatiques dans la cuisine, mais
leur utilisation la plus importante est la production de liqueurs (Mulas et al., 2002a). Ces
fruits sont aussi utilisés pour faire d’excellentes confitures, gelées comme c’est le cas en
Sicile (Italie) et Corse (France) (Couplan, 2009 ; Sarl, 2007). Au cours de ces derniéres
décennies, les systemes intensifs de la culture du myrte ont été établis dans diverses
régions du monde et particulierement en Sardaigne (Italie), afin d'assurer a la fois un
approvisionnement constant de matériel de bons fruits pour l'industrie de liqueur et la

préservation des populations de myrte naturelles (Mulas et al., 2002b)
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Les valeurs nutritionnelles des baies du myrte ont été déterminées par Aydyn et
Ozcan (2007). Les constituants sont: huile brute (2.37%), huile essentielle (0.01%),
protéines brutes (4.17%), fibres brutes (17.41%), énergie brute (11.21 Kcal/g), sucres
réducteurs (8.64%), tannins (76.11 mg/199 g), cendres (0.725%), extrait soluble dans I’eau
(52.94%). Dans tout |e bassin méditerranéen, les fruits du myrte, frais ou séchés, servent de
condiment, en particulier avec la volaille et le gibier. A Chypre et en Turquie, ils sont
communément vendus sur les marchés (Couplan, 2009). Le fruit avant la découverte du
poivre, servait a assaisonner certains aliments. Les romains I’employaient pour aromatiser
I’huile d’olive. Les grecs modernes mangent encore ces baies lorsqu’elles sont mdres. Les

oiseaux en sont tres avides (Couverchel, 1839).

5. Composition phytochimique de Myrtus comunisL.

Les feuilles de M. communis ont été étudiées pour contenir de petites quantités
d'acides phénoliques (acides caféique, ellagique et gallique) et un flavonoide, des dérivés
de quercétine (quercétine 3-O-galactoside et quercétine 3-O-Rhamnoside). D'autre part, les
flavonoides tels que les dérivés de galloyles de la catéchine et de la gallo-catéchine ainsi

que les dérivés de myricétine sont présents en grandes quantités (Al-Hajjar et al., 2012).

De méme, quatre tanins hydrolysables, deux composes polyphénoliques apparentés
et quatre glycosides a myricétine ont été isolés des feuilles de M. communis dans une autre
étude (Yoshimura et al., 2008). Les principaux terpénoides et leurs dérivés présents dans
les huiles essentielles des feuilles de M. communis L. ont été I'a-pinene, I'o-terpinéoal, le
lindlol, le 1,8-cinéole, le butyrate de géranyle, le géraniol, I'oxyde de caryophyllene et
I'acétate de neryl. (Khani et Basavand, 2012). Cing méroterpénoides a base de
sesquiterpene avec trois types de nouveaux squelettes [1, 2, 3, (+) - 4 et (-) - 4] ont &é
isolés des feuilles de M. communis (Liu et a, 2016) (Figure 7). Il a éé soutenu par une

étude qualitative et quantitative

La composition chimique de deux échantillons d'huile de myrte prélevés dans
différentes localités a été éudiée par la spectroscopie GC-FID, GC-MS et C13 RMN. Les
dérivés de monoterpene ont éé les composes principaux: o-pinéne (50,8 et 33,6%), 1,8-
cinéole (21,9 et 13,3%), linalool (2,7 et 14,8%) et |'acétate de linalyle (0.5 et 9.5%)
(Bouzabata et al., 2015).

L'analyse chimique de I'extrait d'acétate d'éthyle a révélé la présence de myrecitine-
3-O-0-rhamnoside. On a constaté que l'extrait d'acétate d'éthyle avait le contenu
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phénolique et le flavonoide total le plus élevé avec les valeurs de 435,37 mg d'équivalents
dacide gallic / g de poidssec et 130,75 mg d'éguivaent de quercétine / g de poids sec
respectivement (Bouzabata et al., 2015).
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Figure 7. Cing monoterpénoides a base de sesquiterpenes (Liu et al., 2016)

51. Leshuilesessentielles

5.1. 1. Définition

Les huiles essentielles sont des composés naturels complexes de structures
organiques variées, liquides, volatiles, limpides et odorantes, synthétisées par des plantes
aromatiques et médicinales comme métabolites secondaires (Bakkali et al., 2008). Elles
sont insolubles dans I’eau et solubles dans I’alcool et les solvants organiques. Elles ne
contiennent pas de corps gras, leur appellation «huile» vient de leur caractéristique
hydrophobe €t le terme «essentielle» de leur caractéristique d’odorat (Bouhdid, 2009). Les
huiles essentielles sont trés sensibles aux variations de température, a la lumiére et a

I’oxygene.

Dans la nature, les huiles essentielles jouent un rdle important dans la protection
des plantes contre les phytopathologies d’origine antibactérienne, antivirale ou
antifongiques mais aussi contre les insectes ravageurs et contre les herbivores; elles jouent
aussi un réle dans I’attraction des insectes avantageux pour favoriser la dispersion de
pollens et de graines (Bakkali et al., 2008). Les huiles essentielles exercent aussi un effet
allélophatique en inhibant la germination et le développement d’autres especes dans leur

voisinage (De feo et al., 2002). Elles peuvent étre synthétisees par tous les organes ou
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structures sécrétrices des plantes a savoir les fleurs, les feuilles, les tiges, les graines, les
fruits, les racines, du bois ou I’écorce et sont stockées dans des cellules sécrétoires, des
cavités secrétrices, des canaux sécréteurs ou trichomes glandulaires et qui sont souvent
localisés sur ou a proximité de la surface de la plante (Burt, 2004 ; Bakkali et al., 2008 ;
Sol 6rzanoSantos et Miranda-Novales, 2012).

5.1. 2. Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges naturels de structures complexes qui
peuvent contenir de multiples composants a différentes concentrations. La composition
chimique et le rendement en huile essentielle d’une plante peut étre influencé par plusieurs
facteurs a savoir la saison de récolte, la zone géographique d’origine, la partie de la plante
utilisée, le stade de développement de la plante, les conditions environnementales (climat,
nature du sol, pollution), séchage et stockage de la plante ainsi que la méthode d’extraction
(Faleiro et al., 2002; Hyldgaard et al., 2012). A I’intérieur d’une méme espece végetale, on
peut observer des variations chimiques qualitatives et quantitatives, ce qui conduit a
I’existence de chimiotype, par exemple un thymus a thymol (Amarti et al., 2010), a
carvacrol (Ngad et al., 2008 ; Ghasemi et al., 2011) ou a bornéol (Ait-Ouazzou et al.,
20114). Cette variation du profil chimique pourra entrainer la variation de ses propriétés

biologiques.

La technigque la plus couramment utilisée pour la détermination de la composition
des huiles essentielles est le couplage d’une technique de Chromatographie en Phase
Gazeuse (CPG) avec une technique spectroscopique, la Spectrométrie de Masse (SM). La
CPG permet la séparation de composés volatils de mélanges complexes et une analyse
quantitative des résultats a partir d’un volume d’injection réduit, cependant les
informations obtenues ne sont pas suffisantes pour une caractérisation totale des
composants d’une huile essentielle, mais on peut faire une approximation en comparant le
temps de rétention du composé avec des substances de référence. La SM permet
I’identification des constituants par comparaison des données spectrales avec celles de
produits de référence contenues dans des bibliotheques de spectres. L’ utilisation de la CPG
couplé a la SM permet de combiner les qualités de séparation de la premiéere avec les
propriétés anaytiques de la seconde et permet une identification rapide des constituants
des huiles essentielles (Y adegarinia et al., 2006).
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Les huiles essentielles sont caractérisées par des composants majeurs a hautes
concentration avec d’autres composants présents en traces ou en moindre pourcentage. Les
huiles essentielles sont composées de deux groupes principaux d’origine biosynthétique
distincte, de poids moléculaire bas a savoir les terpenes et I’autre groupe est composé de
congtituants aromatiques et aiphatiques dérivés du phénylpropane et des composés
spécifiques contenant du soufre ou de I’azote (Bakkali et al., 2008).

5.1. 2.1. Terpénes et terpénoides

Les terpenes forment structurellement et fonctionnellement différentes classes. Ils
sont fait de la combinaison de plusieurs unités de 5 carbones-bases appelés isoprene
(C5H8) et peuvent étre a chaine ouverte ou cyclique (Bakkai et al., 2008; Hyldgaard et al .,
2012). Les principaux terpenes sont les monoterpénes (C10) et les sesquiterpenes (C15),
mais on trouve aussi des hemiterpenes (C5), diterpénes (C20), des triterpenes (C30) et des
tétraterpénes (C40). La synthese se fait via la voie de I'acide mévaonique a partir de
I'acétyl-CoA (Hyldgaard et al., 2012). Un terpene contenant un oxygene est appelé
terpénoides (Cowan, 1999).

Les monoterpenes et les sesquiterpénes sont les molécules les plus représentatifs

dans le regne végétal. On peut distinguer :

a. Lesmonoterpénes hydrocarbonés: tels que pinéne, 3-carene, myrcene, sabinéne
efc.

b. Lesmonoterpenes oxygéenés ou monoterpénoides :

- Alcools: géraniol, linalol, menthol, bornéol etc ;

- Aldéhydes: néral, géraniad etc;

- Esters: Acétate de linalyl, aétate de myrthenyl, acétate de géranyl etc ;
- Ethers: 1,8 cinéole (eucalyptol) etc;

- Phénols: thymol, carvacrole etc ;

- Cétones : pulégone, menthone, camphre, carvone etc ;

c. Les sesquiterpénes hydrocarbonés : tels qu’azuléne, élemene, B-caryophylléne
etc.

d. Lessesquiterpenes oxygeénés ou sesquiterpénoides : tels que cédrole, cadinéne,
germacrone, caryophylléne oxyde etc.

5.1.2.2. Composés aromatiques dérivés du phénylpropane

IIs dérivent du phénylpropane et sont moins fréquents que les terpénes (Bakkali et

al., 2008). Ils sont caractérisés par un noyau aromatique lié a une chaine de trois atomes de

56



carbone propéne (Hyldgaard et al., 2012). Cependant, ces composeés sont importants sur le
plan qualitatif et quantitatif chez certaines espéces; le cinnamadéhyde est le composant
majoritaire de I’huile essentielle du Cinnamomum verum (cannelle) et I’anéthole
composant majoritaire de I’huile essentielle de Pimpinella anisum (anis) (Rodrigues et al.,
2003) et ceux qui ont éé le mieux éudiés sont I'eugénol, I'isoeugénol, la vanilline, le
safrole et le cinnamaldéhyde. Certaines huiles essentielles peuvent contenir des composés
specifiques contenant du soufre ou du nitrogene tel que I’allicin et allyl-isothiocyanate
(Svoboda et Hampson, 1999).

Dans les huiles essentielles des feuilles de myrte algérien, quelle que soit la
méthode d'extraction utilisée, I'a-pinéne et le 1,8-cinéole sont les principaux composants
(Brada et al., 2012), semblable au myrte tunisien, ainsi qu’au myrte francais (Chalchat et
al., 1998). La variation quantitative et qualitative sur le plan chimique est auss présente
entre organes (Brada et al., 2012), les feuilles sont riches en monoterpénes (51,30%) tandis
que les fruits sont riches en monoterpénes oxygénés (71,2%). Par contre, le contenu en

sesquiterpenes est tres faible (1%) pour les feuilles et assez grande (16%) pour les baies.

Les résultats montrent également que I'HE des feuilles est riche en a-pinene et 1,8-
cinéole aors que I'HE du fruit se caractérise par une grande quantité de linalool, estragole,
1,8 cinéole et une quantité appréciable de bergamoténe et E-caryophylléne. L'HE des fruits
de myrte algérien est différente de celles rapportées par la littérature et se caractérise par

une composition typique: linalol/estragole/1,8 cinéole.

6. Activités biologiques des huiles essentielles de Myrtus comunis L.
6.1. Effet antibactérien

Les propriétés antibactériennes des huiles essentiel les de myrte et des autres extraits
contre les bactéries pathogénes ont été signalées dans de nombreuses études et ont obtenu
des résultats prometteurs. Dans I'étude d’Akin et al. (2010), I’huile essentielle de Myrtus
communis montre une activité considérable contre la plupart des bactéries Gram-négatives
et positives a une concentration de 0,5% (v / v). Des résultats similaires ont été rapportés
par Ross et al. (2007) pour diverses huiles essentielles corses et notamment I’huile
essentielle du myrte commun. Cette derniere a inhibé la croissance de

Saphylococcusaureus ansi que Escherichiacoli mais n’a  pas d’effet  sur

Enterobacteraerogenes et Pseudomonas aerogenes. Les auteurs expliquent I’action
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antibactérienne contre E. coli par la grande quantité d'a-pinene de I’'HE de Myrtus
communis (a-pinéne, 52% et 1,8-cinéole, 30,1%).

Deriu et al. en 2007 remargquent que I'HE extraite des feuilles durant la floraison
sont également efficaces avec des concentrations minimales inhibitrices (CMIs) de 0,075 a
2,5% (v,v) contre Helicobacter pylori, qui est une cause principale de I'ulcere gastrique et
duodénal.

Gundiz et al. En 2009 montrent une activité antibactérienne contre |'agent
pathogéne d'origine alimentaire Salmonella typhimurium lorsque les légumes sont lavés
avec une concentration de 500-1000 ppm de I’HE extraite des feuilles de myrte. Ces
résultats suggerent que cette derniére pourrait étre utilisée comme une aternative au chlore
ou dautres désinfectants synthétiques, pour laver les fruits et Iégumes, en particulier pour

les produits biologiques.

Dans I’étude de 2010 de Zanetti et al., I’HE de myrte montre une activité contre des
bactéries résistantes bien connues comme Mycobacterium tuberculosis, a une CMI de

0,17% (v,v), et Mycobacterium avium subsp. paratuberculose (CMI > 2%).

6.2. Effet antifongique

La gestion des infections fongiques posséde de nombreux problémes, y compris le
nombre limité de médicaments antifongiques, la toxicité et la résistance aux médicaments
antifongiques utilisés couramment. Il est donc nécessaire de découvrir de nouveaux agents
antifongiques pour lutter contre les souches exprimant une résistance aux medicaments

antifongiques disponibles.

Mahboubi et Ghazian Bidgoli en 2010 évaluent I'activité antifongique de I'HE de
Myrtus communis contre Candida albicans et d’autres especes (Aspergillus niger,
Aspergillus parasiticus et six isolats d'Aspergillus flavus). Les valeurs de CMI et de CML
vont respectivement de 8-32 pl / ml pour C albicans et Aspergillus sp..

En 2013, Cannas et al. Testent I’activité antifongique du myrte contre différentes
espéeces de Candida. A premiére vue, les résultats obtenus semblent inférieurs a ceux de
Mahboubi et Ghazian Bidgoli. Cette différence est probablement due a la différence de
composition entre I’huile turque utilisée par Mahboubi et Ghazian Bidgoli et I’huile
italienne utilisée par Cannas et al.. L’huile italienne montre une bonne activité contre C.

albicans, C. tropicalis et C. parapsilosis aprés 24 a 48 heures avec des CM g allant de 2 a
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4 pl / ml. Cette HE contient 11% d’a-pinene, 16% de 1,8-cineole 12% de linalool 7% d’o-

terpineol et 5% de limonene.

En outre, Bianchi et al. (2003), testent, in vitro, l'action de I'HE de Myrtus
communis contre les champignons phytopathogenes tels que Rhizoctonia solani, Fusarium
solani et Colletotrichum lindemuthianum. L'HE de Myrtus communis inhibe de 60% la
croissance de champignons a une concentration de 1600 ppm. L’observation
microscopigue révele que I'HE a provogué des modifications morphol ogiques des hyphes

de tous les champignons testés.

6.3. Effet antiviral

Le nombre de publications concernant les effets anti-viraux du myrte semble réduit.
Donc nous nous intéresserons seulement a son action sur I'herpes simplex-1 (HSV-1). Le
virus de I'herpés simplex peut provoquer diverses infections comme I'herpes labial,
I'encéphalite et la kérato-conjonctivite entre autres. Dans certains cas, ces maladies peuvent

méme entrainer lamort du patient.

Une éude menée par Oulia et al. En 2007 a conduit a la conclusion que I’HE de
myrte iranien peut étre utilisée en tant que traitement dinfections a herpes simplex. Les
résultats ont montré que la création de vésicules dans le groupe traité avec I'HE (5, 10 et 15
mg / ml) a été retardée par rapport au groupe témoin (vaseling). Les résultats montrent
auss clairement un retard dans la mise en place de pustules chez le groupe traité avec I'HE
a 15 mg / ml de concentration par rapport au groupe traité a 5 et 10 mg / ml de
concentration. Cette étude montre bien qu’'a la concentration de 15 mg / ml, I’'HE de myrte
commun retarde la création de pustules et pourrait ére utilisée dans le contréle ou le

traitement de I'herpés simplex.

6.4. Effet anti-inflammatoire

Les écosanoides sont des médiateurs lipidiques qui peuvent étre produits
rapidement afin de moduler les évenements précoces de I’inflammation. Dans le but
d’évaluer chez I’animal l'effet anti-inflammatoire, Rossi et al. (2009) ont étudié les effets
du Myrtucommulone (MC) sur I’inflammation dans des modeles in vivo. Le MC a éé
administré a des souris par voie intra péritonéale, et un cedéme de la patte et de la pleurésie
ont été induits, par l'injection sous-plantaire et intra pleurale de carragénine,
respectivement. Le traitement ip. (intra péritonéal) des souris avec le MC (0,5, 1,5, et 4,5
mg / kg) a réduit le développement de I'cedeme induit par la carragenine a 4 et 6 h d’'une
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maniere dépendante de la dose. Le MC semble étre plus puissant que I'indométhacine, ce

qui confirme une efficacité anti-inflammatoire remarquabl e de ce composé in vivo.

6.5. Toxicité

Aucun danger pour la santé ou d’effets secondaires ne sont rapportés a la suite
d'une bonne administration aux doses thérapeutiques. En 1979 Uehleke et Brinkschulte-
Freitas étudient la toxicité de I’huile essentielle de myrte. Les auteurs observent a des
doses supérieures a 3 ml / kg d’huile essentielle les symptdémes consécutifs suivants : au
bout d1 a 2 h: augmentation de la motilité, léchage fréguent des pattes, perte de
coordination, fourrure érigée, tremblements, paralysie des pattes postérieures, convulsions

cloniques courtes, cyanose, dyspnée, perte des réflexes de redressement et narcose.

Mahmoud et al. (2010) testent la toxicité de I’huile essentielle, de I’extrait aqueux
et de I’extrait éthanolique du myrte egyptien. Les principaux composes de I’huile
essentielle étaient le 1,8-cinéole (27,19%), I’a-pinene (25,53%) et le linalol (11,75%).
L étude de la toxicité aigué de I'huile essentielle, de I’extrait aqueux et alcoolique des
feuilles de Myrtus communis a montré que les DLsys sont de 6,4; 10 et 10 g/kg,

respectivement.

7. Procédés d’extraction des huiles essentielles
7.1.  Méthodes traditionnelles d’extraction des HEs

Ces techniques d’extraction reposent toutes sur le méme principe, basé sur
I’entrainement des molécules volatiles de la plante par la vapeur d’eau. Le degré de contact
entre la plante et I’eau est le seul paramétre qui differe.

7.1. 1. Hydrodistillation

Dans le cas de I’HD, la plante se trouve dans un réacteur ou elle est en contact
direct avec I’eau bouillante. Selon la densité ou la quantité de la plante utilisée, elle peut
flotter ou étre complétement immergée dans I’eau. Elle est généralement conduite a
pression atmosphérique. Le chauffage permet I’éclatement et la libération des molécules
volatiles contenues dans la matiére végétale. La vitesse de vaporisation des composes
volatiles des plantes aromatiques et médicinales (PAM) par I’hydrodistillation est connue
par la variation de leur concentration en fonction de la résistance a la diffusion de I’'HE
dans les tissus cellulaires et également selon la solubilité des molécules volatiles dans I’eau
(AFNOR, 1980).
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7.1. 2. Entrainement ala vapeur

C’est le moyen le plus répandu pour extraire les molécules volatiles des PAM. Le
materiel végétal n’est pas en contact avec I’eau, mais la vapeur d’eau produite par une
chaudiére est injectée et traverse la matiere végétale de bas en haut, éclate les cellules et
entraine les molécules volatiles. En traversant un tube réfrigérant, la vapeur d’eau saturée
en composés volatils se condense en un mélange hétérogéne composé d’HE et d’hydrolat
(Marrouf, 2009 ; Bruneton, 1999). On peut également récupérer la phase agueuse,
comportant une faible proportion de composés aromatiques, qui porte alors le nom d'eau
florae

7.1. 3. Expression afroid

C’est une technique "physique" simple ou les écorces des agrumes (citron,
orange,...) sont pressées a froid pour extraire leurs HEs en utilisant des rouleaux ou des
éponges. Aucune source de chaleur n’est utilisée, laissant ainsi a I'huile une odeur tres
proche de l'original. Le principe de cette méthode consiste a faire éclater par différents
procédés mécaniques (compression, perforation) les poches qui sont situées a la superficie
de I’écorce de ces fruits renfermant I’HE. L’huile libérée est ensuite recueille par un
courant d’eau (Marrouf, 2009 ; Bruneton, 1999).

7.1. 4. Extraction par solvant organique

L’extraction par solvant organique a chaud est actuellement largement utilisée. Le
principe de cette méhode consiste a faire tremper les plantes dans un solvant organique
volatil a chaud, soit pour obtenir des produits que I’on ne peut extraire par un autre
procédé, soit en vue de rendements plus élevés (Marrouf, 2009). Dans I’appareillage
Soxhlet, un systéme de régénération interne du solvant permet de mettre en contact en
permanence le végétal avec du solvant pur. Le choix du solvant est influencé par des
paramétres techniques et économiques : sélectivité, stabilité, inertie chimique et
température d’ébullition pas trop élevee pour permettre son élimination totale (Bruneton,
1999).

7.2.  Méthodes innovantes d’extraction des HES

7.2. 1. Hydrodistillation assistée par ultrasons

Il s’agit dans ce cas précis d’un traitement de la plante «pré» ou «post» opératoire.
En effet, la structure des parois des plantes et les tissus cellulaires se désorganisent, sous
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I’effet des ondes ultrasonores et les micros cavitations générées par les ultrasons
(Romdhane, 1993). Ainsi, ces changements favorisent la diffusion de I’eau dans les tissus
cellulaires, ce qui peut également influer sur la cinétique d’extraction des molécules
aromatiques des HEs. Les principaux avantages de ce procédé sont I’accélération de la

cinétique d’extraction et I’amélioration du rendement.

7.2. 2. Extraction assistée par micro-ondes

C’est une technique récente développée dans le but d’extraire des produits naturels
comparables aux HEs et aux extraits aromatiques. Dans cette méthode, la plante est
chauffée par un rayonnement micro-ondes dans une enceinte dont |a pression est réduite de
fagon séquentielle: les molécules volatiles sont entrainées dans le mélange azéotropique
formé avec la vapeur d’eau propre a la plante traitée (Marrouf, 2009). Ce chauffage, en
vaporisant I’eau contenue dans les glandes oléiferes, crée a I’intérieur de ces dernieres une
pression qui brise les parois végétales et libére ainsi le contenu en huile. Les auteurs de ce
procédé lui attribuent certains avantages tels que le temps d’extraction (dix a trente fois
plus rapide), I’économie d’énergie et une dégradation thermique réduite (Huie, 2002).
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Partie2:

« Partie experimentale »
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Chapitrel:

«Matériel et Méthodes »
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Obijectif de I’étude

Notre experience a été réalise en deux parties: I’extraction de I’huile essentielle a partir
des feuilles de Murtus communis L. a été réalisée au sein du laboratoire de biochimie a
I’Université de Mostaganem et I’essai d’addition de I’HE extraite au yaourt brassé au sein
du laboratoire des sciences et thechnique de production animae de Hassi-Mameche,
appartenant a I’université de Mostaganem. L’objectif de la présente étude est d’observer
I’effet de I’addition de I’huile essentielle extraite du myrte sur la conservation du yaourt
brassé fabrique a I’échelle du laboratoire ainsi que son influence sur la viabilité de la flore

lactique pendant |e stockage.
Matériel
21. Matérid végétal
La plante Myrtus communis L. a été collectée au niveau de la région de Chlef

pendant le mois du Mars de I'année en cours. Les feuilles ont été séparées pour servir a
I'extraction de I'huile essentielle par un dispositif d'entrainement alavapeur d'eau.

2.2. Matérid biologique
2.2.1. Lesfermentslactiques

Dans cette éude, nous avons utilisé des ferments lactiques thermophiles industriels
de culture mixtes (Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus) lyophilisés
pour ensemencement direct. Ces ferments nous ont été fournis par la laiterie vallée des

jardins Debdaba-M ostaganem.

Les ferments lactiques lyophilisés pour ensemencement direct du lait sont
commercialisés genéralement dans des sachets en aluminium imperméables a I’eau et a
I’air (figure 8). Ces dernier peuvent se conserver douze mois a +4°C et jusqu’a dix-huit
mois a-18°. Nous avons pris les mesures nécessaires pour les transporter au laboratoire en

respectant la chaine de froid en utilisant la glaciere.
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Figure 8. Ferments lactiques thermophiles pour la fabrication d’un yaourt
(Photos originale)

Les ferments utilisés sont décrits dans le Tableau ci-dessous.

Tableau 2. Description des ferments lactiques lyophilisés éudiés

Fabricant Appellation commerciale  Description

Ferment recommandé pour la
fabrication de yaourt ferme, brassé

et aboire.
CHR HANSEN YF-L903

Mélange de souches de Streptococcus
thermophilus et Lactobacillus
bulgaricus pour ensemencement direct
(DVS) fourni par I'unité dans son
emballage initial, contenant 200

Unités sous forme lyophilisée.

2.2.2. Lelait en poudre

Le lait en poudre nous a été aussi fourni par la laiterie vallée des jardins, nous

avons utilisé deux types de poudre (2 0% et a 26% de MG).
2.2. 3. Appareillage delaboratoire

- Etuve: pour incubation des différentes cultures bactériennes ;

66



pH métre : pour gjustement et mesure du pH ;

Bain marie; pour fondre les milieux de cultures

Réfrigérateur : pour conserver les milieux de culture, produits et réactifs a basse
température ;

Balance de précision : pour les différentes pesées ;

Vortex : pour I'nomogénéisation des dilutions;

Microscope éectrique : pour |'observation en immersion ;

Agitateur magnétique pour I'hnomogénéisation des différents milieux préparés;
Autoclave pour la stérilisation des milieux de culture et du matériel utilisé;

Plague chauffante: pour pasteurisation du lait et préparation des milieux de
cultures;

Anse de platine : pour le prélévement des colonies ;

Micropipette et embouts : pour les dilutions ;

Réteau : pour I’étalement ;

Bec bunsen.
2.2. 4. Milieux deculture

Pour dénombrer les bactéries lactiques du yaourt brassé, nous avons utilise les

milieux gélosés conventionnels MRS et M17 dont les définitions et compositions sont

rapportées en annexe.

Milieu MRS (Gélose de Man, Rogosa, Sharpe) (De Man et a, 1960) pour
dénombrer les lactobacillus bulgaricus ;

Milieu M17 (Terzaghi et Sandine, 1975) pour dénombrer les streptococcus
thermophilus ;
Milieu PCA (Plate Count Agar) pour dénombrer de la Flore mésophiles agrobies

totales présente dans le yaourt ;

Diluant : Eau peptonée pour la préparation des dilutions.

2.2. 5. Réactifschimiques et autres produits
2.2.5.1. Réactifsdela coloration de Gram (Giraud, 2003)
Solution de violet de gentiane ;

Solution de Lugol ;
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- Alcool ;
- Solution de fuchsine.
2.2.5.2. Autresreéactifs
- Eau oxygénée : pour larecherche delacatalase ;
- Solution de NaOH N/9 ;

- Phénolphtaléine.

3. Méthodes
3.1. Extraction de I’huile essentielle

L’huile essentielle a été extraite des feuilles de Myrtus communis L. par la méthode
d’entrainement a la vapeur d’eau (figure 9). Le principe de cette méthode consiste a
récupeérer I’huile essentielle (HE) des végétaux, en faisant passer a travers ces derniers un
courant de vapeur d’eau, qui va entrainer ces composés volatils. La matiere vegétale a
traiter n'est pas mise en contact direct avec I'eau. La vapeur d'eau fournie par une chaudiéere
traverse la matiere végétale située au-dessus d'une grille. Durant le passage de la vapeur a
travers le matériel, les cellules éclatent et liberent I'huile essentielle qui est vaporisée sous
I'action de la chaleur pour former un mélange « eau + huile essentielle ». Le mélange est
ensuite véhiculé vers le condenseur et I'essencier avant d'étre séparé en une phase agueuse
et une phase organique : I'huile essentielle. L'absence de contact direct entre I'eau et la
matiere végétale, puis entre I'eau et les molécules aromatiques évite certains phénomenes
d'hydrolyse ou de dégradation pouvant nuire alaqualité de I'huile (El Haib, 2011).

Figure 9. Dispositif d’extraction par entrainement a la vapeur d’eau (photo originale)
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Le rendement de I’huile essentielle est définit comme étant le rapport entre le poids
de I’huile extraite et le poids de la plante traitée (Carré, 1953). Ce dernier est calculé par la

formule suivante :

R™% =m;.100/mg ou  m;=massedel'HE extraite (g)
Mo = masse de la matiére végétale utilisée ()
Pour éviter toute dégradation de I'HE extraite due a I’action de I’air et de lalumiére,
nos échantillons ont été conservés jusqu’a leur utilisation au réfrigérateur a 4° C dans des
tubes en verre stériles bien fermés et couverts avec papier aluminium.

3.2.  Preparation des dilutions de I’huile essentielle

L’HE de Myrtus communis L. est dilué dans du lait (Iégerement chauffé) et bien

méangée avec le vortex afin de bien homogénéiser cette derniere avec le diluant (e lait).

Apres la filtration de I’huile essentielle avec une membrane filtrante et a I’aide
d’une micropipette et des embouts stériles, nous avons préparés les dilutions suivantes
(figure 10) :

D1 : 500 pl d’HE est introduite dans un tube & essai stérile contenant 4500 pl de lait10-%
D,: 2500 pl deladilution 10" est ajoutée & 2500 pl de lait —» 5x107

D3: 2500 pl deladilution 10 est additionnée & 2500 pl delait —» 2.5x1072.

Tableau 3. Les doses testées de I’huile essentielle

Doses D1 D2 D3
HE en pl 0,1 0,05 0,025
HEen% 10 5 2,5

- k= ) B |
Figure 10. Préparation des dilutions de I’HE
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3.3. Essai defabrication du yaourt brassé a l'échelle du laboratoire

Afin de mettre en évidence le réle des microorganismes dans la transformation du

lait en yaourt, il faut d’abord enrichir le lait en protéines.

a. Préparation du lait : pour augmenter le taux d’EST du lait a 135¢g/l, nous avons
utilisé deux types de poudre de lait (lait écréme et entier, c’est le cas d’un yaourt
partiellement écrémé), donc nous avons mélangé 57,30g de poudre de lait a 0% de
matiere grasse et 77,79 de poudre de lait 2 26% de MG avec 4litresd’eau ;

b. Pasteurisation : aprés homogénéisation, le lait a été pasteurisé a 85°C pendant 10
min, afin d’éliminer les microorganismes indésirables ;

c. Ensemencement : le lait a été refroidi a 42°C, c’est la température idéale pour la
croissance  Streptococcus  thermophilus et Lactobacillus  bulgaricus,
I’ensemencement direct a été fait dans le lait a raison de 0,16% (soit 6,49 pour 4
litres). L usage d’un thermomeétre (figure 11) permet de contrdler la température de
pasteurisation et de connaitre le moment de I’ajout des ferments ;

d. Incubation : lelait ensemenceé était distribué en flacons de 200 ml, puis placés une
étuve réglée a 41°C jusqu’a I’atteinte d’un pH de 4,6 ;

e. Fin de fermentation et le brassage du coagulum : la fermentation du yaourt a
duré une heure et demi (pH = 6,4), les pots de yaourt ont été refroidi rapidement en
les mettant dans la glace pendant 2min pour stopper |a fermentation. Ensuite, I'HE a
été additionnée (figure 12) et le yaourt a été brassé a I’aide d’une tige en verre

stérile pour le rendre onctueux.

i

Figure 11. Préparation du yaourt Figure 12. Addition de I’'HE
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3.4.  Addition de I’huile essentielle dans le yaourt brassé

Au moment du brassage, les différentes doses d'HE ont été additionnées (figure 13)
avec une concentration adéquate de 0,25ml/250ml (soit 200ul d’HE par 200ml de yaourt).

La méthode d’addition de I’HE est résumée par le schéma suivant :

D1 (10%) D, (5%) D3 (2.5%) T (témoin sans HE)

Wlﬂ ¢¢|¢¢ ¢¢|¢¢ W%
0 00 (]

Le volume du flacon est de 200ml

Figure 13. Addition des différentes doses de I’huile essentielle du Myrte
Ensuite le yaourt a éé bien homogénéise puis conservé a 4°C pendant 21 jours.

3.5.  Analyses physico-chimiques, microbiologiques et sensorielles du yaourt brasse

Des analyses physico-chimiques et microbiologiques ont été faites une fois par
semaine pendant 21 jours de stockage. Le test sensoriel a été réalisé en fin de fabrication
du yaourt brassé.

L es parametres physi co-chimiques étudiés selon les recommandations AFNOR sont
le pH et I’acidité Dornic (AFNOR, 1993).

La flore lactique recherchée sur le plan microbiologique selon I'IDFest :
Sreptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus, en plus la FTAM (Flore

M ésophile Aérobie Totale) présente dans le yaourt (IDF, 1997).
3.5. 1. Lesparameétres physicochimiques

Lesuivi delapost acidification du yaourt a été fait en mesurant :

a. LepH

Le pH a été déterminé par immersion de I’électrode du pH-metre étalonné dansles
échantillons du yaourt. La valeur est lue directement sur I'écran de I’appareil

L’expérience est indépendamment répétée deux fois.

b. L’acidité Dornic

Le principe correspond a la neutralisation totale de I’acide lactique par une solution

de soude.
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10ml du lait a été prélevé puis titré par la soude Dornic (N/9) en présence de 5
gouttes de phénolphtaléine (indicateur coloré), jusqu’au virage de la couleur au rose pée

persistant au moins 10 secondes (Larpent, 1997).
La mesure de I’acidité titrable se fait par la formule suivante :
Acidité (°D) =10x V ou V :volumeverséde NaOH (ml)
3.5. 2. Parametres microbiologiques
a. Préparation desdilutions

A I’aide d’une seringue stérile, 1ml du yaourt été prélevé de chaque lot et introduit
dans un tube & essai contenant 9 ml d’eau peptonée stérile, on obtient alors la dilution 107,
apartir de cette derniére on refait |laméme opération pour aboutir ala dilution 10™.

b. Dénombrement delaflorelactique

Nous nous sommes concentrés, dans notre éude sur la viabilité de la flore lactique du
yaourt préparé a savoir : Streptococcus thermophillus et Lactobacillus bulgaricus.

Avant d’entamer les techniques de dénombrement, chaque lot doit subir des
dilutions décimales.

- Préparation de solution mere:
1 ml du yaourt a éé introduit aseptiquement dans un tube a essai stérile contenant 9 ml
d’eau peptonée stérile. L’homogénéisation a été réalisée sur vortex Cette suspension
constitue alorsladilution mére (DM) qui correspond aladilution 1/10 ou 107,

- Préparation desdilutions décimales:

1 ml de la dilution mére (10™%) a été prélevé aseptiquement & I’aide d’une
seringue stérile et introduit dans un tube & essai contenant 9 ml d’eau peptonée. On obtient
ainsi ladilution 10 et on répéte la méme procédure en prélevant 1ml & partir de ladilution
107 et en I’introduisant aseptiquement dans un tube & essai contenant 9 ml du diluant et

ainsi de suite. Nous avons préparé ainsi sept dilutions.

Le dénombrement des souches a été réalisé sur gélose MRS pour les lactobacilles,
et M17 pour les streptocoques. Les boites de Pétri contenant la gélose préalablement
coulée et solidifiee a eté etalés (0,1 ml) a I’aide d’un rateau stérile et a partir des dilutions
(10°, 10 et 107), puis I’incubation a été faite & 42°C pendant 24-48h pour S.
thermophilus et 48-72h pour Lb. bulgaricus en anaérobiose.
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La viabilité se traduit par I’apparition de petites colonies lenticulaires translucides,
blanchétres de petites tailles. (Le ferment est considéré comme indemne de contaminants

s’il n’y a aucune autre forme de colonies sur le méme milieu) (Idoui et al., 2009).

Le premier dénombrement a été effectué en fin de fermentation et un test catalase ainsi que

des examens macroscopique et microscopique ont été faits:
- Recherchedela catalase

L activité catalysique permet la dégradation de I’eau oxygénée en oxygeéne et en eau. Elle
est mise en évidence en émulsionnant une a deux colonies de I’isolat de la souche a tester
dans une solution fraiche d’eau oxygénée a 10 volumes. Un dégagement gazeux abondant
sous forme de mousse, traduit la décomposition de I’eau oxygénée sous I’action de

I’enzyme a tester (Guiraud, 2003).
- Examen macroscopique

Cetest vise a appreécier lataille des colonies, leurs couleurs et leurs formes, si elles
sont opagues ou translucides sur boite de Pétri.

- Examen microscopique

Chaque culture a été soumise a une observation microscopigue. Cette observation
directe permet d’examiner la morphologie et |a structure des cellules afin de distinguer les
coques des bacilles et leur mode de regroupement. La coloration de Gram a été faite

comme suite :
- Sur unelame, fixer alachaleur une culture bactérienne ;
- Recouvrir lalame avec la solution de viol et de gentiane pendant une minute ;
- Ajouter du lugol pendant 30 secondes;
- Décolorer avec de I’alcool 95°, puis rincer a I’eau ;
- Faire une contre coloration en utilisant lafuschine et laisser agir 20 a 30 secondes;
- Laveral’eau;

- Aprés séchage, soumettre la lame a une observation microscopique a immersion
(x100).
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c. Dénombrement dela Flore mésophile aérobietotale

La flore mésophile aérobie totale a été recherchée et dénombrée sur gélose PCA par
étalement d’un volume de 0,1 ml & partir des dilutions 10°, 10° et 10" Les boites ont été
incubées a 30°C, lalecture a été effectuée apres 48h.

3.5. 3. Analyses organoleptiques ou sensorielles

Les sens ne se limitent pas a une réaction physiologique mais prennent en compte
I’expérience de la personne (jury de dégustation). Les propriétés organoleptiques sont

essentiellement :
» L’apparence (couleur, aspect) révélée par la vision.
» Lasaveur (arbme, saveur) révélée par le goQt.
» Latexture (résistance, consistance) révélée par le toucher.
L’analyse sensorielle a été effectuée sur cing échantillons de yaourt :

- Yaourt brassé préparé (sans HE) nature ;

- Yaourt brassé préparé (sans HE) nature additionné du sucre ;

- Yaourt brassé préparé avec I’'HE ;

- Yaourt brassé commercialisé nature ;

- Yaourt brasse commercialisé nature additionné du sucre.

La dégustation des 5 échantillons de yaourts brassés (3 préparés et 2

commercialises) par des sujets ayant été selectionnée d’apres leur disponibilité et leur
volonté a participer a ces essais ainsi que leur formation dans le domaine de I'agro-

alimentaire ou danslabiologie.

Ces analyses ont été effectuées le jour de la production (J1). Tous les échantillons
sont retirés du refrigérateur avant I’analyse, chaque yaourt est présenté dans des pots et
étiqueté avec un code (1, 2, 3, 4 et 5). Les dégustateurs doivent individuellement évaluer
chaque type du yaourt. Lorsqu’ils passent d’un échantillon a un autre, ils doivent se rincer
la bouche avec de I’eau afin d’effacer le godt de I’échantillon précédent. Les fiches de

dégustation sont reproduites en annexe.
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Figure 14. Analyse sensorielle du yaourt brassé préparé al'échelle du laboratoire
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Chapitre 2 :

« Résultats et discussions »
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Résultat
1.1. Rendement en huile essentielledu myrte

L’extraction de I’huile essentielle de notre échantillon de myrte par entrainement a
la vapeur d’eau a fourni un rendement moyen de I’ordre de 0,67 %. L’HE extraite des

feuilles de myrte était de couleur jaune claire.

Figure 15. L huile essentielle de Myrtus communis L. (photo originale).
1.2.  Analyses microbiologiques, physico-chimiques et sensorielles du yaourt brassé
1.2. 1. Analyses microbiologiques
1.2.1.1. Suivi delaviabilité des Streptococcus thermophilus lorsdu stockage

L’évaluation de la croissance de Serptococcus thermophilus en absence et en
présence de I’huile essentielle & différentes doses nous a donné des résultats résumes dans
le tableau 6, annexe 2 et sont illustrés par lafigure ci-dessous:

60

E
& 50
=
<
Z 40
£
2 a0 =D1(10%)
% = D2 (5%)
& 207 = D3 (2,500)
= T
= |
= 10
=
z
0 -

initial 7 14 21

Durée de stockage (jours)

Figure 16, Evolution de laviabilité de S. thermophilus lors du stockage.
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En fin de fermentation et juste aprés l'addition de I'HE (10,5 et 2,5%) et le
brassage du yaourt, on a procédé au dénombrement de S. thermophilus et on a remarqué
que cette bactérie ne se comporte pas de la méme maniere dans les yaourts additionnés
d'HE gue dans le yaourt témoin. En effet, plus la concentration de I’HEutilisée était forte,
plus laviabilité a été affectée. Le nombre de germes viables était de 10,4x10° UFC/ml avec
10% d’HE, 5,4x10° UFC/mI avec 5% d’HE et 6,6x10° UFC/ml avec 2,5% d’HE comparé

au témoin qui contenait 23x10° UFC/ml.

Apres une semaine de stockage, on a observé une élévation réguliére de la viabilité
de S thermophilus pour les 3 concentrations en huiles essentielles comparativement au
témoin. Le nombre de germes viables enregistrés éaient de I'ordre de 53.2x10°, 31x10° et
33.7x10° UFC/mI pour les 3 concentrations testées (10, 5 et 2,5% d’HE), respectivement.

Alors que le témoin ne contenait que 17.1x10° UFC/ml.

A partir du 7°™ jour et jusqu’a la fin du stockage, on a enregistré une réduction
notable du nombre de cellules vivantes de S thermophiles pour les doses 5% et 10%
(5x10° UFC/ml et 7.8x10° UFC/ml), respectivement. Contrairement au témoin et le yaourt
contenant la plus faible dose d’HE (2,5%) qui renfermaient des taux comparables a savoir
12x10° UFC/ml et13x10° UFC/ml, respectivement.

Apreés culture sur gélose M17, I'observation macroscopique a permis de percevoir
de petites colonies bien isolées et distinctes (figure 17) dont les caractéristiques sont

mentionnés dans le tableau qui suit :

Tableau 4. Principaux caractéres de S. thermophilus.

Aspect macr oscopique Coloration Aspect Microscopigue Test de
de Gram $ Pig catalase

Forme: Lenticulaire
Couleur : Blanchétre,
Diamétre : Petites colonies Coques disposés en paires et surtout
Surface: lisse + en chaines

Contour : régulier
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D1 D2 Initial g T

Figure 17. Aspects macroscopiques des colonies de S. thermophilus lors du suivi de la
viahilité (prélévement a partir de ladilution 10°°).
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Apres coloration de Gram, I'observation microscopique a révélé que toutes les
bactéries retiennent la couleur violette, ce qui tend a confirmer I’appartenance aux
bactéries lactiques. Elle aaussi permis de déterminer laforme et le mode de regroupement
(figure 18).

9\-‘

Figure 18. Aspect microscopique des cellules de S. thermophilus présent dans le
yaourt brasse (x100).

1.2.1.2. Suivi delaviabilitédesLb. bulgaricuslorsdu stockage

Aprés 72h d’incubation a 42°C en anaérobiose, aucune colonie n'était apparente sur
gélose MRS (pas de croissance de Lb. bulgaricus) et ce pour tous nos échantillons. Ce
résultat nous a poussés a verifier la présence de cette bactérie dans le yaourt méme. Aprés
coloration de Gram d'une goutte de surnageant prélevé du yaourt préparé et une recherche
studieuse sous microscope (x100), on a pu détecter la présence de quelques lactobacilles en
tres faible quantité sous forme de batonnets disposés en longue chainettes (figure 19).

-

Figure 19. Aspect microscopique des bactéries lactiques du yaourt (x100).
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1.2.1.3. Dénombrement dela Flore totale aérobie mésophile

Les résultats de dénombrement de la flore totale mésophile présente dans notre

yaourt brasse aprés lafin de la fermentation sont résumés dans e tableau 5.

Tableau 5. Dénombrement delaFTAM du yaourt brassé.

La dose d’HE 10% 5% 2,5% Temoin
Nombrede

cellules 15x10’ 7x10° 5x10 1x10’
(UFC/ml)

Les résultats obtenus indiquent clairement la croissance de cette flore était faible
lorsque la dose dHE était faible en enregistrant 15x10’ pour 10%, 7 x10’pour 5% et 5
x10"UFC/ml pour 2,5% d’HE par rapport au témoin qui a enregistré que 1 x10’'UFC/ml.

1.2. 2. Analyses physico-chimiques

1.2. 2.1. Evolution de I’acidité lors du stockage

Les valeurs de I’acidité enregistrées pour les quatre lots de yaourt au cours du
stockage a +4°C sont illustrées par les figures 20 et 21. et résumés dans le tableau 7 annexe

2.

Figure 20. Dispositif de titration pour la mesure de I’acidité titrable du yaourt brassé.

Au premier jour du stockage, la valeur d’acide lactique du yaourt brassé additionné
d'HE ainsi que le témoin était presque similaire et oscillai entre 81 et 85 ° D. Aprés 7 jours
de stockage, I’augmentation de I’acide lactique était particulierement évidente pour le
yaourt a 10% et 5% d’HE (98 et 90°D, respectivement), mais elle est identique pour le
témoin et le yaourt a 2,5% d’HE (85° D).
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Apres 21 jours de conservation au froid, nous avons enregistré des valeurs d’acidité
plus élevées de 125-135°D pour les yaourts a 5% et 10% d'HE et le témoin contrairement

au yaourt a 2,5 % d’HE dont I'acidité a Iégérement augmenté (94°D).

D’apreés ces resultats, on constate que I’augmentation du taux de I’acide lactique en
présence de I’huile essentielle a des doses élevées est liee a la croissance des Streptococcus
thermophilus. Les doses appliquées de 10% et 5% d’HE ont pratiquement le méme effet.
Alors que pour une dose tres faible de 2,5 %, la production reste toujours faible pendant la

durée du stockage par rapport au témoin.
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-
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Acidité titrable exprimée en degreés

initial

Durée de stockage (jours)
Figure 21. Evolution de I’acidité titrable du yaourt brassé lors du stockage.

1.2. 2.2. Evolution du pH lorsdu stockage

La figure 22 et tableau 8 (annexe2) illustrent la variation du pH des différents
yaourts brassés durant |a période de stockage réfrigéré a 4°C.

Nous avons observé que le pH décroit graduellement du premier jour jusgu'alafin
de la période de stockage, la diminution était plus rapide pour le yaourt témoin et le yaourt
a 5% d’HE (de 4,6 a 4,1), mais plus particulierement pour le yaourt a 10% d’HE (de 4,5 a
3,9) par contre au yaourt a 2,5% d’HE qui a marqué une tres faible diminution pendant

toute la durée de stockage (de 4,6 a 4,3). Résultats concordant a ceux de I'acidité.
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D’une maniere génerale, la valeur du pH du yaourt a 10 et 5% d’HE a été plus
faible que celle du yaourt a 2,5% d’HE par rapport au témoin. Cette diminution se traduit

par I’augmentation de I’acide lactique.
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Figure 22. Evolution du pH du yaourt brasse lors du stockage.
1.2. 3. Analyse sensorielle du yaourt

L’étude sensorielle a montré une différence entre I’acceptabilité du yaourt brassé
(figure 23 et tableau 9 en annexe 2) a 5% d’HE et du témoin (sucré et non sucré) par
rapport aux autre yaourts commerciales. Les yaourts témoins sucré et non sucré ont éeé les
plus acceptés par les dégustateurs. Par contre le yaourt additionné de I'HE a été
inacceptable, désagréabl e et inconsommable a cause de son arome, odeur et goQt.

Figure 23. Aspect du yaourt brasse préparé (photo originae).
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2. Discussion

Le rendement obtenu en huile essentielle reste conforme a la littérature. 1l est en
effet proche de celui rapporté par  Zomorodian (2013) qui est de 0,69 % pour la méme
plante. D’autre part, il représente 2,23 fois que celui rapporté Brada et al. (2012) qui est de
0,3% pour la méme plante (feuilles de myrte) qui a éé récolté pendant le mois du
Novembre (2009) de la région de Miliana au Nord-Ouest de I’Algérie. Ainsi que pour
Bouzabata et al. (2010) dont le rendement variait de 0,2 a 1,2% pour les feuilles de myrte
récolté de trois régions au Nord-est de I’Algérie (EI Taref, EI Kala et Annaba) alors que
notre rendement se rapproche a celle qui est récolté de région d’Annaba (0,2 a 0,7%). Les
observations faites, ont servi comme base pour dire que les différences des teneurs en HE
de Myrtus comunis L. sont étroitement liées au moment de la récolte, conditions culturales,

facteurs climatiques, dispersion géographique, altitude et nature du sol.

Cette interprétation fut avancée par Bendahou et al. (2007) qui préconisent que
I’étude compléte des HEs doit passer par la prise en compte des facteurs édaphiques et

pour I’obtention d’un meilleur rendement, il est nécessaire de:
- Choisir une étage bioclimatique semi-aride, tempérée douce.
- Le sol doit étre limoneux-argileux-sableux atexture équilibrée ou argilo-siliceux.

- Procéder a I’extraction des huiles essentielles par la méthode d’entrainement ala vapeur

d’eau.

D’aprées les données de la littérature, les proportions individuelles des différents
ferments lactiques dans le produit fini ne sont pas identiques a leurs proportions initiales,
alors gue notre cas le nombre du . thermophilus est plus élevé que celui de Lb.
Delbrueckii ssp. Bulgaricus. En effet, Bielecka et Majkowska (1998), ont trouvé dans un
yaourt nature 1.4 x 10° UFC de &. thermophilus /g et 9.9 x 10® UFC de Lb. bulgaricus /g,

malgré le fait que lelait était inocul€ par une proportion identique de ces bactéries.

L’acide lactique est considéré comme le facteur déterminant le rapport entre
Sreptococcus et Lactobacillus. En effet, I’acidité du milieu inhibe la croissance de S.
thermophilus aors que la croissance de Lb. bulgaricus ne s’arréte qu’autour de pH 4,4.
Cependant, en fin de fermentation S. thermophilus domine quasi systématiquement, elle

est toujours le principal bénéficiaire de la proto-coopération dont un des effets est
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d’augmenter la biomasse finale par rapport aux monocultures (Courtin et al., 2002 ;
Courtin et Rul, 2004).

Le suivi de la viabilité des S. thermophilus et la flore totale mésophile présente
dans notre yaourt brassé pendant toute la durée du stockage de a montré une augmentation
de ces derniéres et plus la concentration de I’huile essentielle de Myrtus comunis était

forte, pluslaviabilité éait plus éevée.

Cette augmentation peut étre expliquée par la stimulation de la croissance des S.
thermophilus par les composés I’huile essentielle de Myrtus communis. Tiwari et Pandey
(1981) reportent que les HEs et les extraits des plantes ont exercé une inhibition des
bactéries lactiques par contre Nes et Skjelkvale (1982), ont constaté que les extraits des
plantes dans leurs cas ont stimulé la croissance des bactéries lactiques, ce qui concorde

avec nos résultats.

Quant a la diminution de la viabilité des S. thermophilus aprés une semaine du
stockage a 4°C peut étre expliquée par I’inhibition de la croissance de ces derniers par

I’augmentation de I’acidité du yaourt.

Plusieurs auteurs ont avancé des explications a la diminution de nombre des
cellules viables lors du stockage. Selon Lankaputhra et al. (1996b), I’acidite, le pH et le
peroxyde d'hydrogéne ont un effet inhibiteur pendant la fabrication et le stockage de
yaourt. Par ailleurs, Akalin et al. (2004) et Kailasapathy (2006) ont constaté qu'un léger
déclin dans le pH pendant le stockage était peu susceptible d'affecter la viabilite. D’autres
facteurs, tels que la température de stockage et les différentes concentrations d’acide
lactique, sont présumés des facteurs qui affectent la viabilité des microorganismes du

yaourt.

La durée de conservation de yaourt peut également interférer avec la qualité de ce
produit. De ce fait, quand le yaourt est conservé dans des conditions inadégquates
(température), les ferments lactiques tendent a augmenter leur développement ce qui
augmente l'acidité et par conséquent provoquent I’auto-inhibition (Tamine et Robinson,
2007).

Cependant, il a été rapporté que la teneur en matiére grasse du lait affecte la

viabilité des ferments. En effet, les résultats de I’étude menée par Birollo et al. (2000) ont
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montré que les yaourts a base du lait écrémé ont présenté un nombre de cellules viables

plus élevés que celui des yaourts entiers.

La réglementation algérienne exige une concentration totale de bactéries lactiques
d’au moins 10" UFC/ml. En effet, selon I’arrété interministériel du 16 Joumada Ethania
1419 correspondant au 7 octobre 1998 relatif aux spécifications techniques des yaourts et
aux modalités de leur mise a la consommation : « Les bactéries lactiques thermophiles
spécifiques doivent étre ensemencées simultanément et se trouvent vivantes dans le produit
fini araison d'au moins 10 millions de bactéries par gramme rapportées a la partie lactée. »
Nous déduisons alors que yaourt & 2,5% d’HE (10" UFC/ml) et le témoin (2x10” UFC/ml)
sont conformes ala réglementation Algérienne.

Selon Luquet et Corrieu (2005), le pH du yaourt doit étre dans I’intervalle de 4 a 5,
ce qui concorde avec nos résultats pour le yaourt avec 5 et 2,5 % d’HE ainsi que le témoin
(4,2, 4,35 et 4,1). Alors que le yaourt a 10% d’HE est tres acide (3.9).

Le changement du pH du yaourt pendant le stockage a été rapporté dans plusieurs
études. En effet, Dave et Shah (1997a) ont constaté que généralement, le pH du yaourt
diminué avec l'augmentation du nombre des cellules de ferment, ces mémes auteurs
(1997b) ont rapporté que le pH des yaourts a diminué apres 5 semaines de conservation de
4.16 et 4.40 alorsqu’il était a 4.2 pour 5% et 4.3 pour 2,5% d’HE a la fin du stockage.

D’aprées Donkor et al. (2006) pendant le stockage du yaourt au froid, Lb.
Delbrueckii ssp.bulgaricus et &. thermophilus sont responsables de la production d’acide
lactique suite a la fermentation du lactose résiduel. Le développement de cette acidité est
par contre important non seulement pour lafermentation du lait, mais également nécessaire
pour un arbme, une texture et une saveur de yaourt bien-équilibrés (Gursoy et al., 2010).
Reste que I’évolution de I’acidité et les variations de pH au cours de la croissance des
souches testées sur le lait écrémé démontrent une différence entre les genres, les especes et
méme entre les souches d’une méme espéce, Vérité scientifique et logique rapportée par
Luquet et Corrieu (2005).

Les résultats de I'analyse sensorielle montrent par ailleurs que la saveur est bien
exprimée dans tous les produits a I’exception du yaourt avec I’huile essentielle. A cause de
son arébme qui est fortement exprimée dans ce dernier. L'gjout de sucre au yaourt naturel
masquait le gout acide qui se pergevait d’avantage dans le yogourt naturel sans sucre.
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Conclusion

Notre étude indique que les résultats de I’ajout de I’huile essentielle de Myrtus
communis L. & des doses élevés alant de 5% a 10% affecte le comportement des ferments
du yaourt brassé et conduit a une augmentation élevée de la viabilité des &. thermophilus
produisant une grande quantité d’acide lactique. Cette production accrue d'acide lactique
conduit & son tour a une rétro-inhibition de la croissance de ces derniéres apres 15jours de
conservation & +4° C. En revanche, la croissance cellulaire de cette bactérie et la synthese
d’acide lactique ont été conjointement favorisées par I’ajout de I’huile essentielle en faible
dose de 2,5% tout au long de la durée du stockage. Par ailleurs, cette influence a permis de
conserver la qualité nutritive et fonctionnelle du yaourt brassé durant 21 jours de

conservation.

En effet, le yaourt brassé avec I’huile essentielle de myrte était désagreable par les
jurys de dégustation a cause de son forte odeur et gout, par contre, le yaourt nature avec et

sans sucre ont été les plus appréciés parmi les autres yaourts commerciales.

Enfin, nos résultats montrent que I’huile essentielle étudiée utilisée & faible dose
peut étre considérée comme agent conservateur promoteur a la place des conservateurs de
synthése pour la production du yaourt brassé capable d'optimiser la viabilité de ses

ferments | actiques.
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Annexe 1l

1. Composition des principaux milieux de culture

11 Géose MRS (pH =6,2+0,2) (DeMan et al., 1960)
- Peptone 10,0 g

- Extrait deviande 8,0 g

- Extrait delevure 4,0 g

- Glucose 20,0 g

- Acétate de sodium trihydraté 5,0 g

- Citrate dammonium 2,0 g

- Tween 801,0 ml

- Hydrogénophosphate de potassium 2,0 g

- Sulfate de magnésium heptahydraté 0,2 g

- Sulfate de manganése tétrahvdraté 0 0K
-Agar 10 g

- Eau distillée 1000ml

- quelques gouttes de concentré d’acide acétique jusqu’a un pH de 5,5
12. GéoseM17 (pH =6,2+ 0,2) (Terzaghi et Sandine, 1975)
- Tryptone 5,0 g

- Peptone de soja5,0 g

- Infusion deviande 5,0 g

- Extrait delevure2,5g

- Glycérohydrogeénophosphate de sodium 19,0 g
- Lactose 5,0 g

- Acide ascorbique 0,5 g

- Sulfate de magnésium 0,25 g

-Agar11g
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- Eau distillée 1000ml
1.1. Gélose PCA (pH =7,0£0,2)
- Peptone de caséine 5g
- Extrait de levure 2,59
- Glucose 19

- Agar 159
- Eau distillée 1000ml
Les milieux de culture ont été autoclavésls min a 120 °C.

2. Réactifs chimiques et autres produits
2.1. Réactifsdelacoloration de Gram (Giraud, 2003)

- Solution de violet de gentiane : 1g de violet de gentiane ; 10ml d’alcool éthylique a
95% ; 29 de phénol ajoutés a 100ml d’Eau distillee ;

- Solution de lugol : 1g d’iodure de potassium ; 1g d’iode ajoutés a 300 ml d’eau
distillée;

- Solution de fuschine de ziehl : 1 g de Fuschine ; 10ml d’alcool éthylique a 95% ; 59 de
phénol ajoutés a 100ml d’eau distillée.
2.2. Diluants
- Eau peptonée :

Sa composition est riche en peptone (10,0 grammes par litre), le pH est gustéa 7,2 £ 0,2

o

et lemilieu doit étre stérilisé a 120°C/15min avant son utilisation.
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Annexe 2

Analyses physico-chimiques, microbiologiques et sensorielles du yaourt brasse

Tableau 6. Nombre de colonies comptées de . Thermophilus.

Temps Initial 7J 14 21
ilution| 10° | 10° [ 107 | 10° | 10° | 107 | 10° | 10° | 107 | 10° | 10° | 107
Dose
10% 104 | 72 62 532 | 79 | 53 | 314 | 94 1 78 19 | ABS
5% 54 7 5 310 | 87 | 81 | 294 | 46 5 50 11 | ABS
2,5% 66 | 112 | ABS | 337 | 49 | 22 | 315 | 46 7 130 | 50 1
T 230 | 198 | 61 171 | 135 | 51 140 | 60 | 12 120 | 40 2
Tableau 7. Les valeurs d’acidité titrable exprimée en degré Dornic (D°).
Temps initial 73 14 21
Dose

10% 85 98 110 135

5% 84 90 100 112

2,5% 81 85 87 eZ!

T 83 87 97 125

Tableau 8. Lesvaleurs du pH mesuré lors du stockage.
Temps initial 73 143 21J
Dose

10% 4,59 4,37 4,2 39

5% 4,61 4,39 4,3 4,2

2,5% 4,6 4,4 4,38 4,35

T 4,6 4,41 4,35 41
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Tableau 9. Tableau d’analyse sensorielle comparative des yaourts brassés.

Examen Nom du produit Pointsa |Vocabulaire
examiner
YCB YCB YPB YPB YPB
Nature Nature nature Nature |avec I’'HE
sucre sucré
1/ Visuel Lisse, Lisse, Lisse, Lisse, Lisse, Etat du |Surface: lisse,
Epais Epais, Epais, brillant | brillant yaourt |exsudeée, fluide,
Brillant | Brillant Etat : fine, épaisse,
brillant
Sableuse |Ferme Semi Semi Semi Texture |Texture: ferme,
onctueux liquide liquide |liquide cassante, leet_Jse,
onctueuse, semi
liquide
2/ Olfactif |Lactique |Lactique |Lactique |Lactique |Aréme Aréme |Lactique: lait frais,
: . |nature fermenté |lait frais |végétale naturel, Autres:
Lait frais .y .
diacétyl, fermenté,
synthétique, arome
végéetale
typée fade typée fade forte Intensité | Forte, fade, typée,
3/ Gustatif |Acide Sucrée  |Acide Sucrée |Amer Saveur |Description dela
Crémeux | Crémeux (sans Fondant Saveur - Slicree,
sucre) acide, amer ;
Fondant D@crl_ptlon des
sensations : Douceur,
crémeux, fondant,
, i i i . onctueux,
Agr,eable Agr,eable Agréable |Agréable c!e%\greable Description dela
typee typee riche en finale bouche:
arome Agréable, tres
typique, richeen
arbme, intense,
persistante, plut6t
courte
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