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Résumé

Resume

La présente étude vise a évaluer I’impact des composés phénoliques de Mentha piperita L.,
sur la qualit¢é microbiologique, physicochimique, organoleptique ainsi que le potentiel
antioxydant et le profil lipidique d’un yaourt type étuvé au cours de quatre heures de
fermentation et pendant 21 jours d’entreposage au froid positif de 6°C. Les extraits riches en
composés bioactifs ont été obtenus par macération a température ambiante pendant 6 heures
d’une prise de la partie aérienne de la plante par usage de trois solvants a polarités croissantes
(éthanol, méthanol et eau) dilués a 80% avec de 1’eau distillée stérile, suivi d’ une évaporation
sous vide au rotavapeur. Les extraits ont été par la suite additionnés pendant la préparation du
yaourt a des doses de 0, 2, 4 et 6%, respectivement. Une analyse phytochimique, une
évaluation des teneurs en composés phénoliques et flavonoides ainsi que le profil en
principaux composés phénoliques (analysé par LC-MS/MS) ont été tout d’abord effectuces
sur les différents extraits de la plante avant de suivre ensuite leurs activités antioxydantes et
leurs effets antimicrobien vis-a-vis de la croissance des Streptococcus thermophilus et
Lactobacillus bulgaricus par la détermination des Concentrations Minimales Inhibitrices
(CMI) et des Concentrations Minimales Bactéricides (CMB). Les analyses effectuées
périodiquement en triple essais sur les laits fermentés fermes additionnés d’extraits de menthe
poivrée ont porté sur 1’évaluation de la qualité physicochimique (pH, acidité, viscosité
potentiel antioxydant et profil lipidique par GC-FID et de la qualit¢ microbiologique
(dénombrement des germes spécifique du yaourt) ainsi que la qualité organoleptique (aciditg,
cohesivité, adhésivité, odeur...etc.) par un jury de dégustation formé de 10 panélistes. Les
résultats ont subi une analyse de la variance en randomisation complétée par une comparaison
des moyennes deux a deux selon le test de Newman-Keuls et une analyse non paramétrique
de Fridman.

Une prédominance de 1’acide rosmarinique a été enregistrée dans les trois extraits
(hydroéthanoliques, hydrométhanoliques et aqueux) ayant montré un effet de type bactéricide
vis-a-vis des Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus a de fortes doses de
plus de 40% ainsi qu’un pouvoir antioxydant considérable avec des IC50 de 3.16, 3.25 et 5.37
mg/ml obtenus par le test DPPH et 2.50, 2.54 et 4.36 mg/ml réalisés au test d’ABTS,
respectivement. L’incorporation, a une faible dose de 2%, des extraits expérimentaux a
maintenu stables les caractéristiques physicochimiques et microbiologiques du yaourt durant
toute la période de réfrigération. Il a aussi considérablement (p<0.01) amélioré le potentiel
antioxydant des produits particuliérement au 20°™ jour de stockage ou des pouvoirs
d’inhibition des radicaux DPPH et d’ABTS variables de 12.41 a4 41.13% et de 4.97 a 17.69%,
ont été enregistrés, respectivement par rapport au témoin. Par ailleurs, comparativement au
témoin, le contenu en oméga-3 dont notamment 1’acide o-linolénique a été¢ nettement
augmenté au 20°™ jour de stockage d’environ 14.96 a 42.19% dans les laits fermentés
enrichis a 4% d’extraits hydroéthanoliques et hydrométhanoliques, contrairement au yaourt
additionné¢ d’extrait aqueux qui a accusé un médiocre résultat. Au plan de la qualité
sensorielle, les yaourts a 4% d’extrait hydroalcoolique sont été trés bien classés par les
panélistes pour leur odeur agréable tandis que ceux a 2% d’extrait aqueux ont été mieux
appréciés pour leur couleur, fraicheur et arriére-gotit par comparaison au yaourt standard sans
extrait de menthe poivrée.

Mots clés : Mentha piperita L., extraits, composé€s phénoliques, yaourt, Streptococcus
thermophilus, Lactobacillus bulgaricus, qualité, conservation.



Abstract.

Abstract

The aim of the present study was to evaluate the impact of phenolic compounds from Mentha
piperita L. on microbiological, physicochemical and organoleptic properties, antioxidant
potential and lipid profile of steamed yoghurt during four hours of fermentation and 21 days
of storage in a 6°C refrigerator. Bioactive extracts were obtained by maceration at room
temperature for 6 hours of the aerial part of the herb, using three increasingly polar solvents
(ethanol, methanol and water) 80% diluted with sterile distilled water, then vacuum
evaporated using a rotary evaporator. Extracts were then added to yogurt in doses of 0, 2, 4
and 6%. A phytochemical screening, evaluation of phenolic and flavonoid contents and
profiling of the major phenolic compounds (analyzed by LC-MS/MS) were first carried out
on the extracts, then their antioxidant activities and their antimicrobial effects on the growth
of Streptococcus thermophilus and Lactobacillus bulgaricus were assessed by determination
of Minimum Inhibitory Concentrations (MIC) and Minimum Bactericidal Concentrations
(MBC). Periodic triplicate testing was carried out on the fermented milks supplemented with
peppermint extracts, evaluating physicochemical quality (pH, acidity, viscosity, antioxidant
potential and lipid profile by GC-FID), microbiological quality ( yogurt-specific bacteria
count) and organoleptic quality (acidity, cohesiveness, stickiness, odour, etc.) by a tasting
panel of 10 panellists. The results were subjected to a randomized analysis of variance,
supplemented by a pairwise comparison of means using the Newman-Keuls test and a non-
parametric Fridman analysis.

A predominance of rosmarinic acid was recorded in the three extracts (hydroethanolic,
hydromethanolic and aqueous), showing a bactericide effect against Streptococcus
thermophilus and Lactobacillus bulgaricus at high doses exceeding 40%, and a considerable
antioxidant power with IC50s of 03. 16, 3.25 and 5.37 mg/ml in the DPPH test and 2.50, 2.54
and 4.36 mg/ml in the ABTS test, respectively. Incorporation of the experimental extracts at a
low dose of 2% kept the physicochemical and microbiological characteristics of the yoghurt
stable throughout the refrigeration period. It also considerably (p<0.01) improved the
antioxidant potential of the products, particularly on the 20th day of storage, when variable
DPPH and ABTS radical inhibition powers of 12.41 to 41.13% and 4.97 to 17.69%,
respectively, compared with control, were recorded

Compared with the control, the omega-3 content, notably o-linolenic acid, increased
significantly on the 20th day of storage, from around 14.96% to 42.19% in fermented milks
enriched with 4% hydroalcoholic and hydromethanolic extracts, while yogurts enriched with
aqueous extract showed a poor result. In terms of sensory properties, yogurts with 4%
hydroalcoholic extract were highly appreciated by panellists for their pleasant smell, while
those with 2% aqueous extract were better appreciated for their color, freshness and aftertaste,
compared with standard yogurt without peppermint extract.

Key words: Mentha piperita L., extracts, phenolic compounds, yogurt, Streptococcus
thermophilus, Lactobacillus bulgaricus, quality, preservation.
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Introduction générale

Ces derniéres années, on assiste a une tendance croissante des consommateurs orientée vers
I’acquisition d’une alimentation saine et équilibrée basée sur un désir manifesté de disposer
des produits alimentaires de hautes qualités offrant de multiples propriétés a la fois
nutritionnelles et fonctionnelles pour 1’organisme humain (Villaiio et al., 2022 ; Sgroi et al.,
2024). 11 s’agit d’adopter une alimentation rationnelle spéciale en intégrant dans la conception
des régimes les aliments fonctionnels qui, en plus de leurs qualités nutritionnelles habituelles,
peuvent aussi exercer un ou plusieurs effets positifs sur au moins une fonction de 1’organisme
tout en étant en mesure de promouvoir 1’état du bien étre de 1’individu ou plus encore prévenir
une pathologie particuliere (Contor, 2001 ; Bouyahya, 2016). Ces denrées sont positionnées
entre les deux frontieres aliments et médicaments d’ou le nom “alicaments”; mais d’autres
appellations sont parfois utilisées telles que aliments fonctionnels, aliments-santé,
nutraceutiques ou cosmétofood (Bouyahya, 2016).

»

Le concept “aliments fonctionnels ” est récent et a vu le jour au Japan lorsque le
gouvernement a lancer en 1984 des projets de recherches de grandes envergures portant
I’intitulé : "Analyses systématiques et développement d'aliments fonctionnels". Depuis lors, le
marché des alicaments est en pleine essor (Lafarga & Hayes, 2020) et a connu une nette
évolution pour atteindre un chiffre d’affaire de 280.7 milliards de dollars en 2021, quoi que ce
march¢ a été influencé pendant les années de la pandémie COVID-19 (entre 2020 et 2023) ou
malgré la forte demande en alicaments enregistrée par la population de par leurs effets
bénéfiques sur la santé notamment en termes du renforcement du systéme immunitaire, leurs
production globale durant cette période au contraire a diminu¢ d’une maniére drastique en
raison de la perturbation de la chaine d’approvisionnement suites aux fermetures des
frontieres et de la limite des échanges imposées dans la plupart des pays du monde.
Cependant, les projections jusqu’a 2030 prévoient un taux de croissance important de ce
secteur estimé a plus de 8.5 % (Size, 2019) attribuable non seulement aux effets bénéfiques
démontré des alicaments sur le bien étre globale du consommateur, mais aussi au moindre
cout de revenu thérapeutique et au risque réduit du développement d’effets secondaires chez
les patients (Nilles et al., 2001 ; Bouyahya, 2016).

Globalement, un alicament peut étre un aliment allégé par réduction de la teneur de 1’un de
ces composants ou bien un aliment enrichi par amélioration de sa composition initiale par des
procédés technologiques, biotechnologiques ou encore par une simple incorporation d’un ou
plusieurs composés bioactifs (Bouyahya, 2016), dont 80% sont issus de sources naturelles
incluant particuliérement les polyphénols, qui se rangent parmi les substances phytochimiques
les plus répondues sur le marché des aliments fonctionnels (Qilong et al., 2013 ; Santos-
Buelga et al., 2019).

Les composés phénoliques ou polyphénols sont des métabolites secondaires que les plantes
produisent comme moyen de défense lors des conditions défavorables engendrées par les
différents types de stress biotiques comme les insectes, les microorganismes pathogenes, les
plantes parasitaires, les animaux ... etc, ou abiotiques tels que la température, la sécheresse, la
salinité du sol, la déficience en éléments nutritifs, la lumiére, le rayonnement UV, la pollution
... etc (Anjali et al., 2023). En terme de structure, ces composée varient des plus simples tels
que I’acide salicylique aux polymeéres trés complexes comme les lignines et les subérines
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(Lone et al., 2023). Parmi tous les composés phénoliques existant les flavonoides constituent
le groupe le plus abondants dans le régne végétal, incluant plus de 4000 molécules (Shang et
al., 2022) constitués notamment de flavones, flavanones, flavanols, flavonols, flavononols,
isoflavonoes et anthocyanidines (Shen et al., 2022 ; Huynh et al., 2024). Le pouvoir
antioxydant de ces polyphénols en fait d’eux des agents piégeurs concurrentiels des radicaux
libres (Lone et al., 2023), assurant ainsi une meilleure protection contre le stress oxydatif
cellulaire et la peroxydation lipidique d’ou leur utilité de les incorporer en tant qu’ingrédients
bioactifs dans la fabrication d’aliments fonctionnels (Rudrapal et al., 2022 ; Aiibarro-
Ortega et al., 2024). Dans ce contexte, il est fortement recommandé par les diététiciens de
consommer une alimentation riche en composés phénoliques afin de réduire les risques
d’atteinte de diverses maladies chroniques dont cardiovasculaires, neurodégénératives,
troubles inflammatoires, diabéte, cancers...etc. (Rudrapal et al., 2022).

L’usage des produits laitiers fermentés dont le yaourt comme matrices alimentaires de choix
dans la fabrication d’aliments fonctionnels a gagné une popularité de plus en plus croissante
ces dernieres années chez les consommateurs. L’une des raisons serait leur forte
consommation par les individus soucieux de préserver leur santé et état de bien Etre
manifestant une préférence particuliere pour les produits laitiers supplémentés en ingrédients
bioactifs (Granato et al., 2010 ; Kandyliari et al., 2023).

Le yaourt est I’un des produits laitiers fermentés le plus populaires, fabriqué par acidification
fermentaire du lait par les deux bactéries lactiques spécifiques dont Streptococcus
thermophilus et Lactobacillus bulgaricus (Gahruie et al., 2015). De par ses caractéristiques
sensorielles et nutritionnelles, il est trés apprécié et largement consommé dans le monde entier
(Jaster et al., 2018). Il constitue une excellente source de protéines, calcium, phosphore,
magnésium, zinc, vitamines, d’acide linoléique conjugué et d'autres acides gras essentiels
(Gahruie et al., 2015). Cependant, étant limité en composés bioactifs son renforcement en
substances secondaires des plantes comme additifs naturels tels les composés phénoliques
peut enrichir sa composition et contribuer a la production de nouveaux produits alicaments
pouvant satisfaire la demande sans cesse croissante des consommateurs (Alenisan et
al.,2017).

Dans la diversité des plantes, Mentha piperita L., ou "menthe poivrée" appartenant a la
famille des Lamiaceae, est couramment employée dans la préparation des boissons chaudes
dont le traditionnel thé touareg Algérien (Benhabyles-Bouttaba et al., 2018), ainsi que dans
les salades et les plats cuisinés pour y ajouter du gotit et de I'ardme (Mahendran & Rahman,
2020 ; Ayoub et al., 2023). Elle est aussi utilisée en médecine traditionnelle pour traiter de
multiples maladies en 1’occurrence les rhumes, les douleurs musculo-squelettiques, les
troubles du tractus gastro-intestinal et les inflammations de la bouche et du pharynx
(Trevisan et al.,2017). Le secret de ces vertus est li¢ a sa grande richesse en de nombreux
composés phytochimiques, dont les polyphénols incluant surtout les acide phénoliques tels
que I’acide rosmarinique et 1’acide caféique (Elansary et al., 2020) et des flavones dont la
lutéoline, I’acacétine et la cosmosiine (Kiirekci & Beyazit, 2022), qui ont démontré une
efficacité thérapeutique comme antioxydants tout en étant moins toxiques que les molécules
de synthése (Zeb, 2020). Ces caractéristiques en font un atout majeur pour l'industrie
alimentaire, du fait que les composés phénoliques ajoutés aux aliments transformés peuvent
ralentir la dégradation oxydative de certains constituants notamment lipidiques, assurant ainsi
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a la fois une bonne qualité¢ nutritionnelle et fonctionnelles du produit transformé (Mallick et
al., 2016). Les propriétés antibactériennes reconnues de ces composés en fait aussi de bon
conservateurs alimentaires (Bouarab Chibane et al., 2019).

Ce travail de recherche consiste donc a étudier les possibilités d’améliorer la qualité d’un
yaourt étuvé par I’ajout d’extraits de Mentha piperita L., riches en principaux composés
phénoliques pouvant contribuer a la mise en disposition des consommateurs d’un nouveau
produit fonctionnel alliant les vertus probiotiques conventionnelles des yaourts et les bienfaits
santé des composés bioactifs de la menthe poivrée.

Les objectifs fondamentaux de notre travail de recherche sont doubles, dont le premier est de
développer des connaissances théoriques sur la fabrication du yaourt et les possibilités et
approches relatives a I’amélioration de la qualité nutritionnelles et fonctionnelles notamment
en terme d’activité antioxydante des laits fermentés ; le yaourt en particulier ; par usage
d’additifs naturelles. Le second objectif consiste a 1’exploitation des connaissances requises
dans la formulation d’un yaourt étuvé enrichis en extraits phénoliques de Mentha piperita L.
et de suivre 1’évolution de sa qualité au cours du stockage au froid positif de 6°C.

La these est structurée en 3 parties :

- La premiére partie bibliographique comporte deux chapitres dont le premier a été consacré a
une description exhaustive des yaourts aux plans des aspects technologiques, physico-
chimiques, microbiologiques, de leurs bienfaits nutritionnels et sanitaires ainsi que des
possibilités de leurs enrichissements par usage d’additifs naturels. Le deuxiéme chapitre a
porté sur la menthe poivrée « Mentha piperita L. » ou ’essentielle des connaissances sur cette
plante cultivée dans certaines régions du pays ont été décrites dont composition
phytochimique, activités biologiques et pharmacologiques, utilisations et considérations a
prendre en charge dans la formulation des produits laitiers fermentés.

- La deuxiéme partie de la thése rapporte la méthodologie expérimentale adoptée pour
I’extraction et I’analyse des extraits phénoliques de Mentha piperita L., I’estimation, ensuite,
de leurs effets sur la croissance des bactéries spécifiques du yaourt et 1’étude, enfin, de
I’impact de leurs usages dans la formulation d’un yaourt étuvé sur notamment la qualité
globale et fonctionnelle du produit et sur son degré d’acceptabilité par les consommateurs.

- Enfin, la troisiéme partie du manuscrit a concerné la critique et la discussion des résultats
obtenus cldoturées par une conclusion générale et des perspectives a entreprendre dans un
future proche afin de promouvoir sur le marché local et international la production de
nouveaux yaourts alicaments renforcés de composés phénoliques des plantes médicinales dont
les effets diététiques tres bénéfiques pour la santé seront certainement trés recherchés et
appréciés par les consommateurs.
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Partie 1. Etude bibliographique. Chapitre I. Généralités sur les yaourts.

Chapitre I. Généralités sur les yaourts
(Aspects microbiologiques, biochimiques, technologiques et nutritionnels)

1. Préambule

Les produits laitiers fermentés font partie des denrées alimentaires les plus consommées dans
le monde apportant une contribution majeure a I'alimentation humaine en tant que composants
nutritionnels (Gahruie et al., 2015). Parmi les produits laitiers fermentés, le yaourt est 1'un
des plus populaires et a la réputation d'étre un aliment sain (Mckinley, 2005). Il est obtenu par
fermentation du lait sous l'action de cultures bactériennes comprenant une combinaison des
bactéries du genre Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus (Tamime &
Robinson, 1999 ; Saleh et al., 2020).

Le yaourt offre aux consommateurs une valeur nutritionnelle meilleure que le lait en étant une
excellente source de protéines, de minéraux (calcium, phosphore, magnésium et zinc) et de
vitamines telles que la thiamine (B1), la riboflavine (B2), la niacine (B3), I'acide folique (B9)
et la cobalamine (B12) (Gahruie et al., 2015). En outre, sa consommation est associée a de
nombreux avantages pour la santé, dont la réduction des diarrhées et la prévention du risque
de cancer colorectal (Pala et al., 2011 ; Saad et al., 2013). Il est admis que ces bienfaits sont
dus au maintien d'un microbiote intestinal équilibré ainsi qu'a la régulation du
microenvironnement du systéme immunitaire intestinal (Fernandez et al., 2017 ; Kok et al.,
2018).

2. Historique

De nombreuses théories ont été émises sur la production du premier yaourt. On pense que le
premier yaourt a été produit au Moyen-Orient, vers 10000 a 5000 ans avant J.-C., lorsque des
bergers voyageaient sous le soleil brilant sur des chameaux et emportaient du lait dans des
sacs fabriqués de boyaux intestinaux. Ils se sont rendu compte que leur lait s'est transformé en
creme piquante et que la chaleur et 'agitation causée par les mouvements des chameaux ainsi
que le contact avec les sucs intestinaux formaient une ambiance idéale pour faire fermenter le
lait tout en permettant sa conservation pendant de longues périodes de temps. Le hasard
a voulu qu'il ne s'agit pas d'organismes producteurs de toxines ; mais de bactéries acidifiantes
et inoffensives intervenant dans la transformation du lait (Bourlioux et al., 2011).

100 ans avant J.-C., le yaourt était déja bien connu par les empires romains. IIs ont mentionné
sa production par les tribus barbares qui ont cité le yaourt comme étant une essence divine et
'ont utilis¢ comme remeéde a de nombreux maux (Fisberg& Machado, 2015). Les Turcs qui
consommaient couramment le yaourt étaient les premiers a évaluer et & mentionner ses effets
bénéfiques a la santé et a guérir certaines maladies telles que les diarrhées et ce n'est qu'en
1542 que le yaourt était introduit en Europe occidentale suite a la maladie du roi Frangois 1¢
qui a été atteint d'une fievre a l'estomac, et a cet effet le sultan ottoman Siilleyman le
magnifique lui a envoyé du yaourt comme "aliment curatif” (Ozden, 2008 ; Yildirim et al.,
2014).

En 1905, Stamen Grigorov, un jeune chercheur bulgare travaillant sur le yaourt bulgare, a été
le premier a découvrir la bactérie Bacillus bulgaricus spécifique au yaourt. Puis, dans la
continuité des travaux de Grigorov, le bactériologiste russe Elie Metchnikoff a révélé que
Lactobacillus bulgaricus, qui produit 'acide lactique, était accompagné d’une autre bactérie
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'

"Streptococcus thermophilus " ce qui donne de la saveur au yaourt (Fisberg & Machado,

2015).

En 1910, dans son ouvrage intitulé “The Prolongation of Life”, Metchnikoff a réussi
a expliquer les effets bénéfiques a la santé liés a la consommation du yaourt et il a suggéré
que la longévité dans la population paysanne bulgare était associée aux lactobacilles présents
dans le yaourt (Aryana & Olson, 2017 ; Andrak et al., 2022). Cette découverte a été une
révolution dans le monde du yaourt et a permis de mettre en ceuvre une méthode de
production siire et réguliere par la culture des deux ferments traditionnels du yaourt qui sont
utilisés a ce jour.

La production a été industrialisée en 1917 a Barcelone par Isaac Carasso, qui a lancé la
marque Danone. A cette époque, le yaourt fut prescrit par les médecins et vendu
exclusivement en pharmacie et en 1932, Daniel, le fils d'Isaac Carasso (d'ou vient le nom de
Danone) a lancé le produit en France (Fisberg& Machado, 2015).

Le yaourt est devenu populaire en Amérique du Nord avec la création de la petite usine de
yaourts Dannon a New York en 1940. Cependant, bien que son évolution remonte a plusieurs
siécles, il a connu au 20°™ siécle un développement dynamique et important donnant
naissance a une vaste gamme de produits, a savoir les yaourts aux fruits, les yaourts a base de
fruits et les yaourts mélangés, qui ont été respectivement introduits en 1937, 1947 et 1963
(Weerathilake et al., 2014).

3. Appellations, définitions et réglementation

Le mot " yaourt " dériverait du mot turc " yogTurmak " ou " jugurt ", qui signifie coaguler,
épaissir ou cailler (Fisberg & Machado, 2015). Cependant, I'évolution du produit dans
différentes parties du monde a contribué a 'apparition de différents types de yaourts et de laits
fermentés similaires portant des noms variés (Weerathilake et al., 2014), comme le résume
le (Tableau 1).

La FAO (Food Agricultural Organisation, 1970), la Food and Drug Administration
(FDA, 1996), le Codex Alimentarus (2011) et la législation Algérienne (Journal officiel,
2021) s’accordent sur la définition du yaourt ou yoghourt comme étant un lait fermenté
coagulé résultant du développement exclusif des deux bactéries lactiques thermophiles
spécifiques dites Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus ensemencées
simultanément et retrouvées vivantes dans le produit fini a un seuil d’au moins 10’ UFC par
gramme de produit.

Selon la réglementation en vigueur dans de nombreux pays, les bactéries du yaourt doivent
étre maintenues vivantes dans le produit proposé au consommateur. D'autres pays autorisent,
cependant, le traitement thermique destiné a améliorer la durée de conservation du yaourt ;
mais un tel traitement reste déconseillé, étant donné qu'il détruit les deux germes spécifiques
(Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus) responsables des multiples effets
bénéfiques pour la santé¢ (FAO, 1995).

La quantité¢ idéale d’acide lactique du yaourt a été fixée dans certains pays de 0.6 a 1.5 g
/100g (Barretto et al., 2020 ; de Moura et al., 2019), alors qu’elle doit étre maintenue a un
niveau minimal de 0.7 g dans 100 g de yaourt dans d’autre pays (Syndifrais, 1997).
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Par ailleurs, la norme A-11a du Codex Alimentarius (1975) autorise I'addition facultative de
substances telles que la poudre de lait écrémé, le saccharose, des protéines du lactosérum
concentrées ou non concentrées, ou du lactosérum concentré ou non concentré aux yaourts.

Tableau 1. Appellations du yaourt et des produits similaires dans les différentes régions du
monde (Tamime & Robinson, 1999 ; Weerathilake et al., 2014).

Région Pays, ile ou région d'origine | Nom traditionnel du yaourt ou lait fermenté
Asie et Moyen | Liban et certains pays arabes | Leban/laban
Orient Egypte et Soudan Zabady/zabade
Iran et Afghanistan Mast/dough/doogh
1'lrak Roba/rob
I'Inde Dahi/dadhi/dahee
Mongolie Tarag
Népal Shosim/sho/thara
Europe Turquie Jugurt/eyra/ayran
Balkans Kisselmleka/naja/yaourt
Montagnes des Balkans Urgotnic
Grece Yiaourti
Italie Cieddu
Sicile Mezzoradu
Sardaigne Gioddu
Hongrie Tarho/taho
Finlande Viili
Scandinavie Filmjolk/fillbunke/filbunk/surmelk/taettem
Islande Skyr
Yougoslavie Gruzoviz
Portugal logurte
Eurasie Russie Donskaya/varenetes/kurugna/ryzhenka/ guslyanka
Turkestan Busa
Arménie Mazun/matzoon, matsun, matsoni, madzoon

4. Données économiques

Parmi les produits laitiers fermentés, le yaourt est considéré comme étant le plus populaire,
avec un marché mondial estimé a 551.2 milliards de dollars en 2019 et qui devrait atteindre
703.5 milliards de dollars en 2025 (Wan et al., 2021 ; Mehra et al., 2022). Les principaux
pays producteurs du yaourt sont la Chine avec 6 million de tonnes par an, I’Iran avec 4
millions de tonne, ainsi que la Turquie et la Russie avec, respectivement, 2.8 et 2.5 millions
de tonnes par an (Granato et al., 2018).

En Algérie, 3.4 milliard de litres de lait sont transformés, dont 0.8 milliards sont destinés a la
fabrication des desserts, lait fermentés et yaourt (Agroligne, 2015). Parmi les plus importants
producteurs du yaourt en Algérie nous citerons : Soummam, Hodna, Trefle, Danone, quelques
unités du groupe Giplait, ainsi qu’un nombre de plus en plus importants de laiteries de taille
moyenne. La Soummam avec environ 45% du marché et Danone avec environ 25% sont les
leaders du marché Algérien, suivis par Hodna et Tréfle (Agroligne, 2015).

Cependant, la consommation de yaourts, desserts lactés et autres produits laitiers est tres
marginale pour la population Algérienne en comparaison avec le lait. Ceci est essentiellement
da au pouvoir d'achat faible de la population, d'autant plus que les prix de ces produits sont
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libres sur le marché, a la différence du lait en sachet qui est subventionné et proposé a un prix
de 25 Dinars Algériens (Ramdane et al., 2019).

5. Classification des yaourts

Le marché international propose une grande variété des yaourts qui different par leurs
structures, saveurs et/ou de formes (Bankole et al., 2023). Pour les classer plusieurs critéres
sont pris en considération incluant notamment le contenu en matiére grasse, la nature
physique, ainsi que les aromes ajoutés au produit (Talib et al., 2024).

5.1. En fonction du contenu en matiére grasse

Selon la teneur en maticres grasses, trois grandes catégories de yaourt peuvent étre
distinguées: le yaourt ordinaire produit a partir du lait entier qui doit contenir une teneur
minimale de 3.25 % en poids de maticres grasses du lait (FDA, 1996), le yaourt allégé produit
a partir du lait partiellement écrémé et qui renferme de 0.5 a 2 % (en poids) de maticres
grasses du lait (Saleh et al., 2020) et en fin le yaourt sans matiéres grasses dont le contenu en
maticre grasse est moins de 0.5 % en poids (Brennan & Tudorica, 2008).

5.2. En fonction de la nature physique

Les yaourts peuvent avoir un aspect ferme, semi-ferme ou fluide. Le yaourt ferme (ou étuve)
est un yaourt figé, souvent fermenté et refroidis dans son emballage final et se distingue par
une texture gélatineuse tres proche a celle d’une gelée (Bankole et al., 2023). Tandis que le
yaourt semi-ferme ou brass¢ est produit par fermentation en cuve, ensuite le coagulum formé
est bris¢ mécaniquement par brassage avant d’étre refroidi et emball¢ (Luquet et Carrieu,
2005 ; Wang et al,. 2020). En fin, le yaourt fluide ou a boire subit généralement un processus
d'homogénéisation visant a réduire la taille des particules assurant ainsi une distribution
hydro-colloidale et une stabilisation de la suspension de protéines (Gilbert & Turgeon,
2021).

5.3. En fonction de I’arome

L'ajout d'ardbmes améliore la saveur du produit et permet donc d’avoir des produits a la fois
attrayants et variés. Selon leur saveur, les yaourts peuvent étre classés en yaourts natures, aux
fruits et aromatisés.

Le yaourt nature est le yaourt le plus simple, sans aucune addition (ni sucre, ni colorant ni
d'autres additifs), le moins altéré au plan organoleptique et fournie peu de calories, alors qu’il
est le plus riches en calcium parmi les différents types de yaourt (Wu et al.,2022),
contrairement au yaourt aromatisé auquel on ajoute pendant la phase de production des
exhausteurs de golt et/ou des aromes notamment de fruits (fraise, abricot, péche, cassis,
framboise, citron, ou autres), de céréales, de vanille, de chocolat, de caramel, de gingembre,
...etc , permettant non seulement d'augmenter la douceur du produit, mais aussi d'obtenir un
large éventail de golits (Weerathilake et al.,2014).

Le yaourt peut aussi étre additionné de morceaux de fruits ajoutés au stade de la production,
ce qui permet de varier les golits tout en augmentant l'attrait du consommateur au gott sucré.
Les fruits ajoutés sont soit disposés au fond de I'emballage (yaourt de type sundae), ou
uniformément répartis dans le yaourt lui-méme (yaourt de type suisse) (Robinson et
Tamime, 1986 ; Yildiz, 2010).
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6. Procédés de fabrication du yaourt

La fabrication du yaourt est une procédure ancienne dont les connaissances ont ét¢ transmises
a travers les générations. Toutefois, ces dernicres dizaines d’années 1’évolution scientifique
notamment dans les domaines de biochimie, de microbiologie et de I'ingénierie alimentaire a
fait de la fabrication du yaourt une technique plus complexe mais plus rationnelle et efficace
(Tamime & Robinson, 1999).

6.1. Matieres premiéres et ingrédients
Pour la fabrication du yaourt des ingrédients laitiers et d’autres non laitiers sont utilisés.
6.1.1. Ingrédients laitiers

La principale matiére premiére utilisée pour la fabrication du yaourt est bien le lait, dont pour
I’essentiel, le lait de vache. Il est constitué d’environ 88% d’cau et de 12% de matiére séche
contenant des glucides, des protéines, des lipides et des minéraux (Tamime & Robinson,
1985). Néanmoins, il est aussi possible de remplacer le lait de vache par du lait de chévre, de
brebis ou de bufflonne et dans certains cas le lait en poudre peut constituer une alternative
efficace (Tamime & Robinson, 1999 ; Bankole et al., 2023).

Le lait utilis¢ doit étre de bonne qualité microbiologique, exempte d'antibiotiques ou d'autres
inhibiteurs et parfaitement homogénéisé. Il peut étre frais ou recombiné (FAO, 1998), entier
(3.5% de MQ), partiellement écrémé (1.8 a 1.5% de MQG) ou totalement écrémé (0% de MG)
(Mahaut et al ., 2000).

En outre, d’autres ingrédients laitiers peuvent étre ajoutés afin d’améliorer la viscosité
apparente et la consistance du produit fini. On peut citer : la poudre de lait écrémé ou entier,
les concentrés de protéines de lait, le lait condensé, la poudre de lactosérum, les concentrés de
protéines de lactosérum, babeurre en poudre et les caséinates de sodium ou de calcium (Van
Marle, 1998 ; Mahaut et al., 2000 ; Aryana et Olson , 2017).

6.1.2. Ingrédients non laitiers

Outre les ferments lactiques impliqués dans le processus de fermentation, une multitude
d’ingrédients peuvent étre incorporés dans le yaourt. Il peut s’agir par exemple de fruits sous
différentes formes (purée, jus, pulpe, sirop...etc.), de sucre ainsi que d’autres additifs
alimentaires a intéréts technologiques et/ou organoleptiques.

La quantité d’ingrédients non laitiers est fixée par le Codex Alimentarius, la FIL et la plupart
des pays a moins de 30% en poids du produit fini (Saadoudi, 2019).

6.1.2.1. Ferments lactiques

La méthode conventionnelle de fabrication du yaourt est basée sur ’action fermentaire des
cultures de départ (ou cultures starters) composées des deux bactéries lactiques Lactobacillus
bulgaricus et Streptococcus thermophilus cultivées simultanément, le plus souvent dans un
rapport de 1:1 ou 1:2 (P/P ; Lactobacillus bulgaricus/Streptococcus thermophilus) (Dan et al.,
2023). Ces especes bactériennes qui entretiennent une relation symbiotique fermentent le
lactose du lait en produisant divers métabolites dont 1’acide lactique et 1’acétaldéhyde.
Cependant, le yaourt peut également contenir des cultures auxiliaires et bactéries probiotiques
telles que Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus casei,
Bifidobacterium animalis (Aryana & Olson, 2017).
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6.1.2.2. Fruits

D’un point de vue commercial, 1’ajout de fruits au yaourt contribue fortement a
I’augmentation de leur vente sur le marché (Aryana & Olson, 2017). Parmi les fruits les plus
couramment utilisés dans la production du yaourt sont souvent cités : la péche, la framboise,
la fraise, la cerise, l'orange, le citron, et I’ananas (Saal et Krebs, 1975 ; Aryana & Olson,
2017).

6.1.2.3. Additifs alimentaires

Le recours aux additifs dans les formulations industrielles du yaourt est destiné¢ a améliorer
ses propriétés technologiques et sensorielles. Cependant, la liste des additifs autorisé par le
Codex Alimentarius est restreinte et adaptables selon les réglementations des pays (Béal &
Helinck, 2019). Les principaux groupes de ces additifs sont résumés comme suit :

» Agents de conservation : Dans I’objectif de prolonger la durée de vie du yaourt, on utilise
les sorbates de potassium (Cheftel et Cheftel, 1977). L acide sorbique et ses sels du sodium,
du potassium, du calcium, I’anhydride sulfureux, I’acide benzoique peuvent étre également
ajoutés (Codex Alimentarus, 2003).

» Aromes : L’usage des aromes dans le yaourt est facultatif. Ils sont généralement utilisés
sous formes d’essences ou d’extraits naturels des fruits comme ils peuvent étre synthétisés.
Dans certains pays, tels que la France, les aromes synthétiques sont formellement interdits
(Veisseyre, 1975).

> Edulcorants : A I‘heure actuelle, la plupart des yaourts, autres que les yaourts natures,
sont ¢édulcorés, généralement par l'ajout de sucre ou d’agents édulcorants avant la
fermentation, dans une proportion comprise entre 5 et 10 % du lait. Cette adjonction de sucre
dont le but est de réduire la perception de I’acidité des produits et d’améliorer leur saveur,
constitue un critére déterminant le choix des ferments lactiques, dont certaines souches sont
vulnérables a la diminution de l'activité de I'eau provoquée par cette intervention. A cet effet
et afin de ne pas entraver le processus de l'acidification, le sucre peut étre introduit en deux
étapes par ajout d’une partiec avant la fermentation et de la deuxiéme partie aprés la
fermentation. Etant donné la sensibilité de ces produits au chauffage, leur ajout est toujours
effectué apres le traitement thermique. Généralement, le sucre utilisé est le saccharose, sous
forme cristallisée ou liquide (sirop).Il est aussi fréquent de faire usage du sucre inverti (sirop
de saccharose hydrolysé), composé de glucose et de fructose en proportions égales. Il présente
l'avantage de rester liquide méme lorsque la teneur en maticre séche est élevée (65 a 67 %).
Des sirops de sucre inverti dans lesquels une partie du glucose a été isomérisée en fructose
(sirops a haute teneur en fructose) peuvent également étre utilisés. Ceux-ci offrent un pouvoir
sucrant plus élevé que les précédents. Dans le cas des produits allégés, 1'ajout d’aspartam ou
de polyols est ¢galement possible (Béal & Helinck, 2019).

» Stabilisants : Grace a leur capacité a former des liens avec les particules de protéines les
stabilisants ajoutés au yaourt permettent d'améliorer la viscosité et la texture ainsi que la
sensation en bouche du produit (Ares et al. 2007 ; karam et al., 2013). Ils agissent comme
agents liants, gélifiants ou épaississants. Les plus fréquents a introduire dans le yaourt et les
boissons a base de yaourt comprennent la pectine, 'amidon modifié, la gélatine, la gomme de
caroube, la gomme de xanthane, la carraghénine et la carboxyméthyl-cellulose (Chandan et
O'Rell, 2006).
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6.2. Etapes de fabrication des yaourts

Dans le processus de fabrication du yaourt les propriétés du lait sont modifiées

irréversiblement en passant par trois étapes principales :

- la préparation du lait (réception et stockage, puis standardisation) conduisant au
"mélange" ;

- la fermentation conduisant a une "masse blanche" (yaourt cru avant l'incorporation de tous
les ingrédients) ;

- le traitement post-fermentaire permettant d'obtenir le produit fini.

Il existe divers diagrammes de production adaptés aux types de produit fabriqué (yaourt

ferme, brassé¢, a boire ou concentré). Le schéma général de fabrication du yaourt est

représenté dans la (Figure 1).

[ Réception et stockage dulait ]

h 4
[ Standardisation en matiére grasse

=

¥
[ Enrichissement en protéines ]

Préparation du lait —

¥

[ Homogénéisation ]
A 4
[ Traitement thermique ]
i ¥
— [ Inoculation 1
Conditinnne:ncnt en pots Ferrnentat;nn en cuve
( pots | |
Fermentation — -
[ Fermentation a I'étuve ]
( Refroidissement 4°C ] | Braf:;age

I

Y

[ Refroidissement 3 20°C

h

Traitements — [ Conditionnement en pot

post fermentaires
Y

[ Stockage a 4°C avant distribution ]

Figure 1. Diagramme général du procédé de fabrication des yaourts fermes et
des yaourts brassés (Lesme, 2019).

6.2.1. Réception et stockage

Apres la traite, le lait est collecté dans un délai maximal de 72 heures et transporté en citernes
frigorifiées a une température de 6°C. Au moment de la réception a I’usine, le lait fera 1’objet
d’un contrdle vigoureux portant sur des parametres relatifs a sa qualité sanitaires (tels que la
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température de transport, 1’acidité titrable, le dépistage des antibiotiques et le dénombrement
des cellules somatiques et de germes totaux) et d’autres tests d’évaluation de sa qualité
technologique dont notamment la densité et les taux de maticre grasse et de matiéres azotées
(Tableau 2).

Tableau 2. Exemple de spécifications requises du lait destiné a la fabrication du yaourt (Béal

& Helinck, 2019).

Parameétres Valeurs
Température a la réception <10 °C
Germes totaux <10° UFC /mL

Cellules somatiques

<4.0 x 10° cellules / ml

Acidité titrable Acide lactique <2 g/ L
Matieres grasses >3 ¢/100g
Maticres azotées >3 ¢/100g

Aprés controle le lait est filtré afin d’¢éliminer les résidus solides (feuilles et pailles), puis
stocké au froid (< 5 °C) dans des cuves en inox équipées d’agitateurs pour prévenir la
remontée de la matiere grasse. Dans le cas ou la durée de stockage du lait dépasse 24 heures,
le lait doit étre soumis a une légere thermisation (a 60-65 °C pendant 15 secondes) visant a

inhiber la prolifération des germes psychrophiles susceptibles d’altérer la saveur du produit
(Béal & Helinck, 2019).

6.2.2. Standardisation

Le lait (frais, combiné ou mélange des deux) destiné a la fabrication du yaourt doit étre
standardisé en termes de matiéres grasses et de protéines, afin de répondre aux spécifications
nutritionnelles et aux critéres organoleptiques des produits et de limiter la variabilité de ceux-
ci. Le contenu en matiére grasse du lait est ramené a la proportion souhaitée par 1’addition de
la créme ou de la poudre de lait écrémé (Karam et al, 2013).

La teneur totale en solides non gras du lait standardisé en matiére grasse est souvent
augmentée afin de parvenir & une concentration en protéines comprise entre 40 et 50 g/kg
(Sodini et al. 2005). Cet apport en matiére séche constitue une étape clé permettant
d'améliorer les caractéristiques fonctionnelles et nutritionnelles du produit, ainsi que la
prévention des défauts de texture telles qu'une fermeté insuffisante du gel et la synérése
(Karam et al, 2013). L’enrichissement en matic¢re seche est réalisé soit en procédant a une
concentration (évaporation sous vide) suivie d'un traitement membranaire (ultrafiltration ou
osmose inverse), soit par ajout du lait écrémé en poudre ou d'ingrédients laitiers (lactosérum,
protéines sériques, caséines, cas¢inates) (Tamime & Robinson, 2007 ; Peng et al., 2009).
Cette préparation du lait enrichi en matiére séche, standardisé en matiére grasse et
éventuellement sucrée et constitue ce qui est appelé “le mélange” (Beal & Sodini, 2003).

6.2.3. Homogénéisation

Le lait standardisé (ou mélange laitier) subit une homogénéisation réalisée en deux étapes a
des pressions de 10 a 20 MPa puis 5 MPa et une température comprise entre 55 et 65°C (Lee
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& Lucey, 2010). 11 s’agit d’une rupture mécanique des globules gras de maniére a réduire leur
taille (de 4-5 um a 1 um de diametre), leur permettant ainsi d'étre mieux dispersés dans le
mélange et de rester en suspension. L homogénéisation du lait est une étape essentielle dans
la fabrication du yaourt visant a atteindre des objectifs multiples tels que la prévention de la
remontée de la matiére grasse (ou le crémage) au cours des opérations de fabrication
notamment pendant la période d'incubation en pots ou en cuves de fermentation, ainsi que
I’amélioration de la fermeté du gel formé apres la fermentation et augmenter sa capacité de
rétention d'eau réduisant ainsi l'exsudation du lactosérum ou la synérese du lait. Elle permet
¢galement d’obtenir un mélange homogene d’ingrédients laitiers ajoutés lors de I'étape de
standardisation et de conférer au mélange laitier une couleur plus blanche (Sodini & Béal,
2003).

6.2.4. Traitement thermique

Le mélange laitier homogénéisé est soumis a un traitement thermique rigoureux, effectué le
plus souvent a 90-95°C pendant 3 a 5 minutes (Mahaut et al., 2000). Un tel traitement agit a
la fois sur la flore microbienne ainsi que sur les caractéristiques physico-chimiques et
fonctionnelles du lait. Il contribue a la création d'un environnement propice au développement
des bactéries lactiques par la génération de facteurs de croissance (acide formique et
composés azotés assimilables) (Loones, 1994), I'inactivation des inhibiteurs de croissance tels
que les lactopéroxydases et I'élimination des germes pathogenes et indésirables permettant
d’assurer I’innocuit¢ du produit (Boudier, 1990 ; Sodini & Béal, 2003). Le traitement
thermique améliore également la qualité physique du yaourt par la dénaturation des protéines
sériques qui vont se lier a la surface des micelles de caséine par des ponts disulfures,
empéchant le regroupement des micelles au cours de l'acidification et prévenant ainsi
l'apparition de gros agrégats et de larges pores dans le gel lactique contribuant aussi a atténuer
le phénomene de la synérese (Sodini & Béal, 2003). Il entraine aussi des modifications des
équilibres salins, provoquant un accroissement de la taille des micelles de caséine, une
augmentation de leur stabilité¢ et de leur capacité de rétention d'eau (Mahaut et al., 2000),
conduisant & une meilleure fermeté du gel en fin de fermentation (Mottar et al., 1998 ;
Jeantet, et al., 2008).

6.2.5. Fermentation lactique

Le mélange laitier traité thermiquement est ramené a la température d'incubation (40-45°C)
(Sodini & Béal, 2003) puis inoculé par une culture mixte composée de deux souches
bactériennes homofermentaires : Streptococcus thermophilus et Lactobacillus delbrueckii
subs. bulgaricus (Tamime & Robinson, 2007 ; Karam et al., 2013). L’ensemencement de
ces cultures se fait a des taux suffisamment importants, de 1 a 7%, lors des inoculations
indirectes  effectuées a partir d'un levain dont le rapport Streptococcus
thermophilus/Lactobacillus bulgaricus est de 1.2 a 2 pour les yaourts natures, et jusqu'a 10
pour les yaourts aux fruits (Boudier, 1990 ; Mahaut et al., 2000). En se développant, ces
bactéries dégradent le lactose en acide lactique, entrainant une baisse du pH et une gélification
du lait. Elles produisent en outre divers composés volatils aromatisants (acétaldéhyde,
diacétyle, acétoine, acétate d'éthyle) (Imhof et al., 1994 ; Ott et al., 1997) ainsi que des
exopolysaccharides (Cerning et al., 1990) contribuant a la texture et 'arome du yaourt.

Pour le yaourt ferme (étuvé), la fermentation a lieu directement dans des pots scellés remplis
avec le lait inoculé et éventuellement additionné d'agents édulcorants, aromatisants,
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épaississants, stabilisants ou de colorants (selon la réglementation en vigueur de chaque pays)
(Sodini & Béal, 2003 ; Karam et al., 2013). Pour les yaourts fermes fruités, les préparations
de fruits sont introduites dans le pot avant le remplissage. Les pots rapidement remplis et
scellés de maniére aseptique sont ensuite datés et incubés dans une chambre chaude ou circule
de l'air. Quant aux yaourts brassés et a boire, la fermentation a lieu dans des cuves de
production équipées d'un systéme de brassage permettant 1'homogénéisation du milieu une
fois caillé (Sodini & Béal, 2003).

6.2.6. Refroidissement

Le refroidissement vise a stopper la fermentation par une descente rapide de la température du
produit de 40-45°C a 4°C en vue de bloquer rapidement les activités enzymatiques et
métaboliques des ferments lactiques et de prévenir les problémes liés a la post-acidification. Il
débute lorsque que le produit atteint un pH de 4.3 a 4.7 (Tamime & Robinson, 1985), ct
dure généralement 30 minutes a 1 heure. Les yaourts fermes sont refroidis en une seule étape,
de 42°C a 5°C, dans des chambres froides équipées d'un systéme de circulation d'air réfrigéré
ou dans des tunnels de refroidissement. Quant aux yaourts brassés, ils subissent un
refroidissement rapide jusqu'a 25°C, puis sont soumis a un second refroidissement en pot,
abaissant sa température a 4°C. Cette méthode présente l'avantage de conditionner le produit a
une viscosité plus faible, tout en limitant les détériorations de la structure du gel (Sodini &
Béal, 2003).

7. Bactéries spécifiques au yaourt

Dans la production de yaourt, le choix des souches bactériennes utilisées comme ferments a
un impact significatif sur la qualité gustative, texturale et apparente du produit fini
(Tropcheva, 2014). Le yaourt se présente comme un simple écosysttme composé
traditionnellement de deux espéces de bactéries lactiques ; Streptococcus thermophilus et
Lactobacillus bulgaricus; qui vivent en symbiose et qui, par leurs activités fermentaires,
conferent au produit fini ses qualités organoleptiques (Courtin & Rul, 2004 ; Hossain &
Momu, 2022). Ce sont des Gram positif, non sporulant, anaérobies ou aérobies facultatifs, qui
produisent de 1'acide lactique comme l'un des principaux produits de fermentation. Elles sont
chimio-organotrophes et ne se développent que dans des milieux complexes (Vasiljevic &
Shah, 2008).

La principale fonction de ces deux bactéries dans la fabrication de yaourt est d'abaisser le pH
du lait a 4.6 (point isoélectrique de la caséine) ce qui entraine la formation du coagulum et
confere aussi un golt acide au produit fini. Elles produisent, également, des substances
aromatiques telles que l'acétaldéhyde, la cétone, 1'acétoine et le diacétyle, qui donnent au
yaourt une saveur particuliére. Certains souches produisent en outre des polysaccharides,
appelés aussi glycanes, permettant de renforcer la consistance du gel (FAQO, 1995).

7.1. Caractéristiques générales des bactéries spécifiques du yaourt
7.1.1. Streptococcus thermophilus

Streptococcus thermophilus appartient a la famille des Streptoccocaceae, au groupe des
salivarius de la division Viridans (Hols et al.,, 2005). Elle se distingue des autres
streptocoques en étant la seule labellisée GRAS (Generally Recognized As Safe) et reconnue
officiellement comme une espéce non pathogéne (FDA, 2002 ; FDA, 2012). Cette qualité lui
vaut d'étre largement utilisée dans les domaines alimentaires et pharmaceutiques. C’est une
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bactérie lactique qui se présente sous forme de cocci organisées en paires ou en chaines
(Figure2). Caractérisées par un faible contenu en GC (31 a 49%), a coloration Gram positif,
non mobile, asporulée, dépourvues de catalase, de nitrate réductase et de cytochrome
oxydase. Elle est anaérobie aérotolérante présentant une croissance optimale a une
température de 42 a 45°C environ. Elle est hétérotrophe, exigeante de glucides simples
comme source d'énergie et en acides aminés comme source d'azote et elle est dotée d'un
métabolisme homofermentaire lui permettant de dégrader le lactose en acide lactique, qui est
son principal produit. Grace a une enzyme membranaire, la galactoside perméase, la
membrane cellulaire de Streptococcus thermophilus laisse passer activement le lactose. Celui-
ci est hydrolysé en glucose et en galactose a l'intérieur de la cellule par l'enzyme f-
galactosidase. Le glucose est ensuite métabolisé par la voie d'Embden-Meyerhof-Parnas en
pyruvate, qui est a son tour converti en acide lactique par la déshydrogénase lactique
(Zirnstein et Hutkins, 2000).

Figure 2. Morphologie du germe Streptococcus thermophilus au microscopie €lectronique a
balayage (Chandan & Kilara, 2013)

7.1.2. Lactobacillus bulgaricus

Parmi les bactéries lactiques, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus constitue une
importante espece utilisée dans le domaine industriel des laits fermentés. Elle se présente sous
forme de bacilles allongés, minces, groupés souvent en chainettes (Figure 3), immobiles et
asporulés. Elles se développent idéalement & une température de 42°C et présentent des
exigences nutritionnelles trés complexes notamment en acides aminés, vitamines et en acides
gras (Marty-Teysset et al., 2000 ; Menad, 2018). Cette bactérie peut fermenter le lactose
ainsi que d’autres glucides dont le glucose et le fructose avec production de l'acide lactique
comme principal produit de fermentation et des produits secondaires tels que 1'acétaldéhyde,
l'acétone, l'acétoine et le diacétyle contribuant ainsi a la saveur particuliere du produit
(Teixeira, 2014).

Figure 3. Vue au microscope électronique du germe Lactobacillus (Menad, 2018).
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7.2. Propriétés des bactéries spécifiques du yaourt
7.2.1 Production d’acide lactique

Une des principales contributions des bactéries lactiques spécifiques du yaourt a la
technologie laitiere provient de leur aptitude a produire de l'acide lactique, étant donné que
celui-ci sert a transformer le lait et a le conserver agissant a la fois comme un agent coagulant
et antimicrobien (Schmidt et al., 1994). La teneur en lactate du yaourt est exprimée en degrés
Dornic (1°D = 0.1g/l d'acide lactique), et se situe en général dans une fourchette variable de
100 a 130°D (Loones, 1994). L'importance de l'acide lactique dans la production de yaourt
peut étre résumée comme suit :

- Contribution a la déstabilisation des micelles de caséine, entrainant la formation du gel.

- Offrir au yaourt sa saveur distincte et caractéristique (Singh et al., 2006).

- Intervient dans l'inhibition des micro-organismes nuisibles (Leory et al., 2002).

7.2.2. Activité protéolytique

Au cours de leur développement, les bactéries du yaourt dégradent les protéines composant le
lait, notamment la caséine ainsi que les protéines sériques, pour couvrir leurs besoins en
acides aminés. Deux types d'enzymes bien distincts interviennent dans leur systéme
protéolytique : les protéases et les peptidases. Les protéases de Lactobacillus bulgaricus sont
localisées principalement dans la paroi cellulaire et permettent la dégradation de la caséine
par protéolyse en libérant des acides aminés et des peptides. Quant a I’espéce Streptococcus
thermophilus considérée comme ayant une activité endopeptidasique limitée peut a son tour
dégrader les polypeptides en acides aminés libres par une activité plutot exopeptidasique
(Marshall, 1987 ; Bianchi-Salvadori et al, 1995 ; Yamauchi et al., 2018).

7.2.3. Activité aromatique

Les ardmes spécifiques du yaourt proviennent de la croissance successive des deux bactéries.
La saveur typique du yaourt revient a son golt aigre résultant de l'accumulation d'acide
lactique produit par Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus (Zourari et al.,
1992) et a la présence d'acétaldéhyde, qui est le principal composant de la saveur du yaourt.
Il est surtout produit par le germe Lactobacillus bulgaricus (Chaves et al., 2002) mais sa
production se renforce en association avec Streptococcus thermophilus qui en produit en
faible proportion. En outre, l'acétaldéhyde provient du pyruvate, soit par l'action de la
pyruvate décarboxylase ou de la pyruvate déshydrogénase (également connue sous le nom de
pyruvate formate lyase), ou encore de la thréonine via l'action de la thréonine aldolase
(Chaves et al., 2002 ; Gezginc et al., 2015), présentes chez les deux bactérie spécifiques du
yaourt (Gezgine, et al., 2015). En outre, Streptococcus thermophilus produit souvent a partir
de I'acide citrique de l'acétone et du diacétyle qui contribuent a la finesse du gotit (Zourari et
al.,, 1992 ; Demarigny et al., 2021). Notons que la saveur particuliére du yaourt, liée a la
production de diacétyle et d'acétaldéhyde, est recherchée dans les produits "nature" et se
trouve partiellement masquée dans les yaourts aromatisés (FAQO, 1995 ; Mihoubi, 2019)

7.2.4. Activité texturante

Le yaourt doit sa texture aux -cultures bactériennes (Streptococcus thermophilus et
Lactobacillus bulgaricus) qui génerent du lactate a partir du lactose du lait, abaissant le pH du
milieu, entrainant l'agrégation des caséines a leur point isoélectrique (pHi = 4.6) et la
formation du gel qui donne au produit une structure visqueuse (Koutina et al., 2015). Les
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bactéries lactiques sont ¢également reconnues pour leur aptitude a synthétiser des
exopolysaccharides (EPS), c'est-a-dire des polysaccharides se trouvant a I'extérieur de la paroi
cellulaire, soit attachés a celle-ci sous forme de capsule, soit sécrétés dans l'environnement
(Sutherland, 1972). Cette capacité des bactéries de culture du yaourt a produire des EPS
présente un certain nombre d'avantages potentiels, tels que I'amélioration de la texture et de la
sensation en bouche du produit final, ainsi que la prévention de la rupture du gel et de la
formation de lactosérum (Cerning, 1990 ; Rawson & Marshall, 1997). Les EPS sont
essentiellement composés de rhamnose, d'arabinose et de mannose (Schmidt et al., 1994) et
leur production est généralement attribuée a 'action de Streptococcus thermophilus.

Cependant, Lactobacillus bulgaricus peut aussi produire des EPS composés de galactose, de
glucose et de rhamnose dans des proportions de 4:1:1 (Tamime & Robinsons, 2007).

7.2.5. Activités probiotiques

On définit comme probiotiques les micro-organismes vivants dont I'administration en
quantités adéquates confere un bénéfice pour la santé¢ de I'hdte (Perdigo et al., 2001 ;
Guglielmotti et al.,2007). Parmi ces probiotiques, Lactobacillus bulgaricus est considérée
comme fonctionnellement essentielle pour I'homme en raison de ses effets favorables pour la
santé, qui s’avere capable d’atténuer et de prévenir plusieurs maladies telles que le cancer du
cOlon, le diabéte, I'intolérance au lactose (Sanders et Klaenhammer, 2001) et les maladies
inflammatoires (Shah, 2007 ; Di Cerbo et al., 2016 ; O’Callaghan & van Sinderen., 2016 ;
Uriot et al., 2017).

Par ailleurs, 1’ingestion de Streptococcus thermophilus semble prévenir les infections des
voies respiratoires (Di Cerbo et al., 2016 ; Uriot et al., 2017) et peut améliorer la fonction
gastro-intestinale, en agissant notamment contre les maladies gastriques et les infections a
Helicobacter pylori (Teanpaisan & Piwat., 2014 ; Uriot et al., 2017), ainsi que les diarrhées
rotavirales chez les nourrissons avec soulagement des entérocolites nécrosantes (Saavedra
et.al., 1994 ; Bin-Nun et.al., 2005).

I1 est a souligner qu’un taux trés faible estimé a environ 1% des bactéries starters du yaourt
ingérées peut atteindre le duodénum en raison de leur sensibilité aux sels biliaires, (Morelli,
2014). Au cours de leur trajet gastro-intestinal elles peuvent réagir avec les composants
alimentaires, les cellules épithéliales et immunitaires et le microbiote intestinal tout en ayant
des effets bénéfiques a la sant¢ de 1I’hote (Derrien &Van Hylckama Vlieg, 2015).
Néanmoins, la survivance des deux bactéries du yaourt n’est pas toujours indispensable pour
avoir une incidence positive en termes de santé. Leur effet facilitant la digestion du lactose
est un exemple d’activité probiotique n’impliquant pas ces bactéries dans leur état vivant,
mais plutdt ’enzyme (la lactase) qu’elles secrétent et qui facilite 1’absorption intestinale du
lactose (Gomez-Gallego et al., 2018).

7.3. Comportement associatif des deux souches

Les cultures starter du yaourt, Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus vivent
en symbiose, en se stimulant mutuellement (Rahman et al., 2016). Cette relation entre ces
deux bactéries lactiques, écologiquement appelée protocoopération, se caractérise notamment
par I'échange de métabolites entre elles (Tamime & Death, 1980 ; Undugoda & Nilmini,
2019, Yamauchi, et al., 2023). Au cours de la fermentation, les deux bactéries inoculées
simultanément dans le lait se proliférent successivement, de sorte que la fermentation est
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d'abord déclenchée par Streptococcus thermophilus, dont la croissance est favorisée par le pH
neutre du lait (Tamime & Robinson 1999, Sieuwerts et al., 2016 ; Rul, 2017). Elles
consomment ’oxygene et utilisent les acides aminés libres présents dans le lait comme
facteurs de croissance et produisent de I’acide formique, de I’acide folique et du lactate ce qui
en résulte la réduction du pH du lait entrainant un ralentissement de leur croissance par
acidification du lait.

Le germe Lactobacillus bulgaricus, plus tolérant aux acides, regoit du CO2, de l'acide
formique et de I’acide folique comme facteurs de croissance fournis par Streptococcus
thermophilus. Ce qui lui permet d'achever la fermentation tout en dégradant les caséines du
lait grace a des protéases de surface, fournissant ainsi des acides aminés assimilables par
Streptococcus thermophilus et favorisant la croissance de ce dernier (Yamauchi et al., 2019 ;
Undugoda et Nilmini, 2019).

En outre, des exopolysaccharides sont produit par les deux espéces bactériennes au cours de
leur développement ce qui renforce d’avantage leur relation symbiotique (Arioli et al., 2017).

La protocoopération dans les cultures mixtes présente un intérét a la fois technologique et
organoleptique entrainant 1’accélération de la prolifération des deux bactéries bénéfiques du
yaourt et par conséquent I’accélération de 1’acidification du lait, I’accentuation de la protéolyse,
amélioration de la production d’exopolysaccharides et d’aromes (particulierement de
I’acétaldéhyde) ainsi que 1’atténuation du phénomene de la synéreése ce qui confere au yaourt une
meilleurs stabilité du gel (Corrieu and Beal, 2016 ; Sarkar, 2019).

7.4. Facteurs influencant le métabolisme des bactéries starters du yaourt

La croissance et les activités métaboliques des bactéries lactiques dont celles spécifiques au
yaourt peuvent étre considérablement affectées par les différents facteurs physiques,
chimiques et microbiologiques.

7.4.1. Facteurs physiques

» Température : C’est le premier facteur environnemental a prendre en compte pour le
développement des bactéries lactiques car il affecte la rapidité des réactions chimiques et
biochimiques. En général, la température devrait se situer autour de 30°C pour les bactéries
mésophiles et de 42°C pour les especes thermophiles (Beal & Sodini, 2003). Cependant la
température optimale pour les deux souches est d’environ 45°C (Courtin & Monnet,
2002). Cette température doit étre maintenue au cours de la phase de fermentation de
fabrication du yaourt.

» Activité de I'eau (aw) : Elle est liée a la présence de sels ou de sucres dans les produits et
sa diminution entraine une baisse de la quantité d'eau libre, et donc une réduction de la
disponibilité des nutriments. Pour les laits fermentés, c’est la présence de saccharose (dans
le cas des yaourts sucrés) qui induit la réduction de l'activit¢ de l'eau (Tamime &
Robinson, 1985).

7.4.2. Facteurs chimiques

» Qualité du lait: Elle constitue un facteur clé dans le développement des ferments
lactiques. Elle comprend notamment la teneur initiale en lactose, en minéraux, ainsi que la
fraction azotée libre (acides aminés et oligopeptides). La limitation de certaines molécules
peut entraver la croissance bactérienne (Mihoubi, 2019).

» Traitement thermique: Le traitement thermique du lait réalisé avant sa mise en
fermentation agit positivement sur le métabolisme des bactéries starters du yaourt. Il permet
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non seulement 1'élimination des micro-organismes nuisibles et pathogénes (Boudier, 1990),
mais conduit également a la destruction des substances antibactériennes naturellement
existantes dans le lait (lactopéroxydases, agglutinines), ce qui est favorable a la croissance des
bactéries lactiques (Farkye et Imafidon, 1995). En outre, la thermisation du lait hydrolyse
partiellement les caséines libérant d’avantage d’acides aminés nécessaire a la croissance des
Streptococcus thermophillus (Ardo, 2021).

» pH : Le pH est un facteur chimique déterminant pour la croissance des bactéries lactiques.
Il influe a la fois la disponibilité¢ des nutriments et la perméabilité membranaire des cellules
bactériennes, ainsi que la vitesse des activités enzymatiques ce qui fait que la maitrise du pH
est impérative lors de la production de yaourt, car il constitue un facteur majeur de
ralentissement du métabolisme bactérien (Beal & Sodini, 2003).

7.4.3. Facteurs microbiologiques

» Taux d’ensemencement : Le taux d’ensemencement du lait a une influence majeure sur
son processus de transformation. Le processus de fermentation est d'autant plus rapide que le
taux de bactéries de départ est élevé. En régle générale, ce taux se situe autour de 10° UFC/ml,
ce qui permet non seulement d’accélérer la production, mais aussi de maitriser le cotit des
ferments lactiques. En inoculation directe, le taux d'inoculation, selon I'espéce bactérienne
considérée, varie entre 2.5 g et 70 g de ferment pour 100 litres de lait (Beal & Helinck,
2019 ; Mihoubi, 2019).

» Equilibre entre les populations des bactéries de départ : Cet équilibre intervient dans la
cinétique microbienne au cours de la fabrication du yaourt. La durée de fermentation dépend
surtout du rapport initialement adopté entre Streptococcus thermophilus et Lactobacillus
bulgaricus, bien que les streptocoques soient toujours majoritaires a la fin de la culture. Pour
le yaourt, le rapport streptocoques/lactobacilles habituellement recommandé varie entre 1:1
et 1:2 (Dan et al., 2023), mais il peut dépend fortement des autres souches lactiques présentes
dans le milieu (Beal & Corrieu, 1991).

8. Physico-chimie de la gélification du yaourt

Les modifications physico-chimiques résultant de la fermentation du lait sont a I'origine de la
gélification du lait permettant d’obtenir la texture souhaitée du produit final. Les principales
structures impliquées dans la gélification acide du lait sont les micelles de caséines.

8.1. Organisation micellaires des caséines du lait

Les caséines représentent 80 % de la matiére azotée totale du lait et on en distingue plusieurs
types : asi, as2, B et k. Elles se présentent sous forme de particules sphériques appelées
micelles, dont le diamétre moyen est de 150 nm. Elles sont maintenues en suspension dans le
lait frais mais reliées entre elles par des ponts phospho-calciques. La micelle de caséine
comprend un cceur hydrophobe constitué exclusivement de caséines as et B, liées I'une a
I’autre par des ponts salins de phosphate de calcium, des liaisons hydrophobes et des liaisons
¢lectrostatiques. Elle est entourée d'une enveloppe périphérique hydrophile composée
principalement de caséines k et as, ainsi que quelques monomeéres de caséine B formant une
couche poilue chargée négativement, ce qui permet de maintenir les micelles en suspension, a
I'écart les unes des autres (Béal & Helinck, 2019).
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8.2. Gélification acide

La fermentation du lait par des bactéries initiatrices du yaourt génére du lactate qui
s'accumule au niveau extracellulaire, ce qui abaisse le pH du lait et induit des changements
profonds des micelles de caséine dont la charge ionique (superficielle) diminue
progressivement en s’approchant de leur point isoélectrique (pH 4.6), atténuant ainsi les
répulsions électrostatiques entre les groupements chargés (Karam et al., 2013). Les processus
chimiques liés a la formation des gels lactiques acides sont abordés pour trois niveaux de pH
comme suit :

pH de 6.7 a 6.0 : Le phosphate de calcium contenu dans les micelles commence a se
dissoudre progressivement lorsque le pH du lait passe de 6.6 a 6.0, et la charge négative des
micelles diminue, ce qui affaiblit la répulsion électrostatique entre elles sans pour autant
qu'elles perdent leur forme et leur intégrité (Lee & Lucey, 2010).

pH 6.0 2 5.0 : A partir d'un pH <6.0, le taux de solubilisation du phosphate de calcium
micellaire augmente, et celui-ci est complétement dissous a un pH d'environ 5.0. Il en résulte
I'augmentation a la fois de la taille et de I'hydratation des micelles, ainsi que la solubilisation
partielle des caséines qui les composent. Le début de la formation du gel peut étre observé dés
que le pH atteint une valeur de 5.5, en raison de I’affaiblissement des liaisons hydrophobes
entre les protéines sériques dénaturées (Béal & Helinck, 2019).

pH <5.0 : Lorsque le pH du lait s'approche du point isoélectrique des caséines (pH 4.6), la
charge négative de celles-ci diminue, ce qui réduit la répulsion électrostatique entre elles. En
revanche, les attractions caséine-caséine augmentent en raison du renforcement des
interactions hydrophobes et de la charge plus ou moins électrostatique (Horne, 1998). Ce
processus d'acidification aboutit donc a la formation d'un réseau (Lee &Lucey, 2010 ;
Karam et al., 2013) (Figure 4).
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Figure 4. Formation du gel lactique au cours de la fermentation du yaourt (Karam et al.,
2013).

8.3. Effet du chauffage du lait sur la texture du yaourt

Dans la fabrication du yaourt, le traitement thermique du mélange, composé du lait et des
constituants ajoutés jouent un role essentiel dans I'élaboration de la texture du yaourt. En
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effet, un traitement thermique vigoureux entraine une précipitation des protéines sériques a la
surface des micelles de caséine, conduisant a la formation d’un complexe avec les caséines
(k-caséine). Un tel complexe protéique se précipite a un pH de 5.2 élevé comparativement au
pH de précipitation des cas€ines natives (pH 4.6). La formation du gel devient alors plus
rapide et le réseau qui s'y forme est plus dense grace a un nombre plus important de sites de
liaison possibles. Cette densité du réseau se traduit par un gel plus ferme et moins poreux, et
par conséquent plus résistant a la synérése que celui obtenu avec un mélange de lait
modérément thermisé (Emmanouelidou et al., 2008 ; Lesme, 2019).

8.4. Effet des exopolysaccharides (EPS) sur la texture du yaourt

Au cours du processus d'acidification, les bactéries starters du yaourt libérent des exo-
polysaccharides dans le milieu lacté, renforgant le réseau de gel, sa complexité et sa force de
cisaillement, augmentant ainsi la viscosité du produit obtenu (Ramos et al., 2023). Les EPS
exercent un effet épaississant grace a leur interaction avec les protéines du lait et permet de
renforcer davantage 1’hydratation de ceux-ci et par conséquent réduire la synérése et
améliorer la viscosité et la texture du produit (Caggianiello et al., 2016 ; Ramos et al.,
2023).

Les EPS contribuent aussi a limiter la déstructuration du gel lors des traitements mécaniques
et thermiques auxquels le produit est soumis avant son conditionnement (Béal & Helinck,
2019), d’ou I'utilit¢é de les considérer en industrie laitiere comme agent stabilisant,
épaississant et émulsifiant (Mende et al., 2016).

En outre, les EPS favorisent la rétention de ’eau et de la matic¢re grasse offrant au produit un
meilleur aspect lisse et crémeux (Han et al., 2016 ; Ramos et al., 2023).

9. Composés aromatiques et facteurs influencant la saveur du yaourt

L'arome et le golt du yaourt et de bien d'autres produits laitiers peuvent varier en fonction du
type de microorganisme inoculé, du contenu du lait en matiere grasse ainsi qu’en solide non
gras, du processus de fermentation adopté et de la température utilisée (Lesme, 2019).

9.1. Composés aromatiques
9.1.1. Aromes endogénes du yaourt

La composition aromatique naturelle du yaourt provient de la combinaison de composés
volatils présents dans le lait avant la fabrication et des produits issus des réactions
métaboliques des bactéries de démarrage (Lactobacillus bulgaricus et Streptococcus
thermophilus), ainsi que des produits générés par d'autres mécanismes réactionnels. De
plus, les cultures de démarrage du yaourt produisent l'acide lactique, considéré comme
I'un des principaux composés impliqués dans le saveur du yaourt et confére a celui-ci son
golt acidulé typique (Beshkova et al., 1998, Routray & Mishra, 2011).

Le nombre de composés aromatiques identifiés dans le yaourt dépasse les 90 (Ott et al. 1997;
Lubbers et al. 2004), dont certains sont des composés aromatiques clés et caractéristiques de
la saveur du yaourt. Ce sont essentiellement des acides volatils (butyrate et acétate) ou non
volatils (lactate et pyruvate), des composés carbonylés tels que l'acétaldéhyde, le diacétyle et
l'acétoine (Béal & Sodini, 2003 ; Serra et al., 2009).

L’acétaldéhyde qui est un composé carbonyle, ayant une légere odeur fruitée, est présent dans
le yaourt a des teneurs variables entre 5 et 40 mg/kg. Il est considéré comme étant l'ardme
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typique du yaourt et le composé aromatique majeur synthétisé par les bactéries starters du
yaourt principalement a partir du pyruvate et dans une moindre mesure a partir de la
thréonine, (Béal & Sodini, 2003). La forte concentration en acétaldéhyde est supposée
provenir du faible usage de ce composé par les bactéries du yaourt, dépourvues de l'enzyme
alcool déshydrogénase responsable de la conversion de I'acétaldéhyde en éthanol (Chaves et
al., 2002). D’autres composants quantitativement importants du yaourt sont : 1’acétoine (20.3
mg/kg), ’acétone (0.6 mg/kg), I’éthanol (0.5 mg/kg-) et le diacétyle (0.32 mg/kg) (Degorce-
Duma et al., 1986).

L'acétoine et le diacétyle sont générés principalement par 1’espeéce Streptococcus
thermophilus a partir du citrate grace a I'enzyme a-acétolactate. (Béal & Sodini, 2003). De
nombreux autres composés interviennent dans le développement de 1'ardme du produit final,
parmi lesquels la 2, 3-pentanedione, la 2, 3-butanedione, le benzaldéhyde et le sulfure de
diméthyle (Imhof et al., 1994) ainsi que six composés aux odeurs intenses dont ; 1 octen-3-
one, l-nonen-3-one, méthional, 2 methyltetrahydrothiophen-3-one, (2E)- nonenal et le
guaiacol (Ott et al.,1997 ; Routray & Mishra, 2011) (Figure 5).
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(o] o
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Figure 5. Classes chimiques des composes volatiles produits par les bactéries spécifiques du
yaourt (Farag et al., 2022).

9.1.2. Aromes exogénes du yaourt

Les aromes endogénes et 1'équilibre aromatique des yaourts résultent d'interactions
synergiques entre Lactobacillus bulgaricus et Streptococcus thermophilus. 1ls dépendent
¢galement des souches bactériennes inoculées. Ainsi, la sélection des souches bactériennes
appropriées permet de produire des yaourts doux (Routray& Mishra, 2011), pouvant étre
ensuite aromatisé€s avec une gamme étendue d'ardmes supplémentaires de complexité plus ou
moins marquée (Chandan & Kilara, 2013). Cette aromatisation du yaourt est souvent
appréciée par les consommateurs, et offre un large choix de yaourts aromatisés sur le marché.
Des ardmes de vanille et de fruits comme la fraise, le citron et la framboise sont parmi les
plus populaires et les plus répandues. La formulation de ces ardmes implique 1'utilisation de
molécules aromatiques, dont la plupart sont communes aux divers ardmes et dont la
combinaison harmonieuse permet d'obtenir un arome final équilibré (Lesme, 2019).

9.2. Facteurs influencant la saveur du yaourt

Le yaourt étant issus d’un processus complexe de transformation du lait, ses propriétés
aromatiques sont influencées par les parameétres de transformation, les additifs utilisés, ainsi
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que d’autres facteurs biologiques et non biologiques (Soukoulis et al., 2007 ; Routray &
Mishra, 2011).

9.2.1. Effet des facteurs biologiques

Le type de ferments utilisés dans la fabrication du yaourt constitue un facteur essentiel dans la
formation des composés aromatiques. Toutefois, bien que les deux bactéries soient capables
de produire de l'acétaldéhyde, certains chercheurs ont montré que Lactobacillus bulgaricus est
principalement le plus responsable de la production de ce composé dans les cultures de
démarrage mixtes (Ott et al. 1997).

Par ailleurs, la saveur du yaourt est souvent améliorée en incorporant des souches appartenant
aux genres Leuconostoc et Lactococcus comme cultures auxiliaires, qui peuvent métaboliser
le citrate pour produire des composés diacétylés et de I'acétoine (Passerini et al., 2013). Le
diacétyle, l'acide acétique et I'é¢thanol sont principalement associés aux Leuconostoc, et le
diacétyle ainsi que Il'acétoine sont des métabolites aromatiques produits par Lactococcus
lactis. Les souches les plus utilisées sont Lactococcus diacetylactis et Leuconostoc
citrovorum, en raison de leur grande capacité a métaboliser le citrate (Boumerdassi et al.,
1997).

En outre, l'incorporation de probiotiques dans le yaourt a également montré un impact sur
I'ardme du yaourt. Il s'agit principalement de souches appartenant aux genres Bifidobacterium
et Lactobacillus dont: Lactobacillus rhamnosus qui contribue a la génération d'acides
organiques volatils et d'alcools pendant la fermentation, ainsi qu’a la formation d'acides
organiques non volatils pendant le stockage réfrigéré (Settachaimongkon et al., 2015) ;
Lactobacillus acidophilus qui produit principalement de 1'acide acétique et de 1'acétaldéhyde
(Ostlie et al., 2005) ; et Lactobacillus pentosus qui produit I'éthanol, du 2,3-butanedione et de
l'acide acétique (Pan et al., 2014). Quant aux bifidobactéries, elles convertissent le lactose en
acide acétique et en acide lactique dans un rapport de 3:2 (Oliveira, et al., 2018); ce qui
explique que les produits finis obtenus avec des bifidobactéries aient souvent une saveur
caractéristique.

De plus, I'usage de laits provenant de différentes sources donne lieu aprés fermentation a des
yaourts de saveurs et de consistances vari¢es. Le lait de brebis, par exemple, est riche en
protéines, dont particulierement les micelles de caséine, ce qui est susceptibles d’augmenter
l'acidit¢ du yaourt et d’améliorer la fermeté, ainsi que la viscosité pouvant prévenir le
phénomene de synérese (Farag et al., 2022).

9.2.2. Effet des procédés technologiques

La transformation du yaourt s'appuie sur des techniques de traitement (thermisation,
refroidissement, pasteurisation et homogénéisation) qui constituent des étapes importantes,
mais dont certaines ont un impact plus ou moins marquant sur l'ardme du produit. Nous
citrons dans ce qui suit des exemple de ces techniques influencant 1’arome du yaourt.

» Traitement mécanique : Ce traitement appliqué notamment lors de la fabrication du
yaourt brass¢ favorise la libération de l'ardbme en augmentant sa perception en bouche
(Souchon et al., 2006). Cette libération d’ar6me est liée particulierement a la réduction de la
viscosité du yaourt induite par un traitement mécanique intense auquel est soumis le caillé
(Lubbers & Butler, 2010 ; Lesme et al., 2020).
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» Traitement thermique : Le traitement par la chaleur du lait destiné a la production du
yaourt sert principalement a éliminer les bactéries pathogenes et a réduire le nombre d'autres
micro-organismes, mais aussi inhibe les enzymes du lait, dont la lipase responsable de la
lipolyse du lait (Routray&Mishra, 2011).

Par ailleurs, les produits de dégradation produits par des réactions chimiques pendant le
chauffage du lait pourraient jouer un role important dans la saveur du yaourt (Scanlan et al.,
1968 ; Labropoulos et al.,1982). Les lactones qui sont des constituants normaux de la
matiere grasse et pouvant aussi €tre produits par le chauffage du lait au cours de la
fabrication du yaourt (Scanlan et al., 1968 ; Labropoulos et al., 1982), ainsi que les
cétones, par exemple le méthyl-cétones (Langler et Day , 1964) et le diacétyle (Langler et
Day , 1964) sont des exemples d’aromes du yaourt favorisé par le chauffage. Selon
Labropoulos et al (1982), un traitement thermique de 82°C pendant 10 minutes en cuve est
suffisant pour obtenir un yaourt de bonne saveur tout en étant de consistance satisfaisante.

» Traitement a ultra-haute pression : L'homogénéisation a ultra-haute pression réalisée a
200 ou 300 MPa a 30 °C ou a 40 °C est une technique innovante utilisée surtout lors de
l'enrichissement avec des ingrédients laitiers secs visant a améliorer la fermeté du yaourt et a
atténuer le phénomeéne de synérese (Serra et al., 2009). Selon Jankowska et al. (2008)
soumettre le lait a des pressions ¢levées de 100 a 300 MPa peut provoquer de légeres
modifications de la saveur du yaourt ; alors que des pressions plus hautes de 400 a 1000
MPa entrainent des modifications négatives trés perceptibles chez les consommateurs.

9.2.3. Effet des agents texturants

La littérature scientifique rapporte que la perception olfactive des produits peut étre altérée
par la présence d'agents texturants en raison de l'établissement de liaisons chimiques
covalentes ou de faible énergie (hydrophobes) entre les agents texturants et les composés
aromatiques. Dans ce contexte, Hansen et Heinis (1992) ont rapporté une diminution de
l'intensité de la perception des aldéhydes (benzaldéhyde et vanilline) dans une solution de
protéines de lactosérum. De plus, plusieurs auteurs ont pu mettre en évidence la présence de
liaisons chimiques entre les caséines et les aldéhydes, ce qui entraine une diminution de
l'intensité de ces ardmes (Kim & Min, 1989 ; Fischer et Widder, 1997).

Néanmoins, les composés apolaires (hydrophobes) restent mieux retenus par les matrices
épaissies que les composés polaires, qui sont alors libérés contrairement aux composés
apolaires comme 1'éthylbenzéne, le styréne, le sulfure d'éthyle (Schirle-Keller et al., 1992),
I'hexanal et I'hexanone (Franzen & Kinsella, 1974) qui sont moins volatils lorsqu'ils sont mis
en solution avec des agents ¢épaississants comme la carboxy-méthylcellulose (un gel
synthétique) ou la gomme de guar.

9.2.4. Effet de variation des paramétres de stockage

Les concentrations des composés aromatiques dont acétaldéhyde, éthanol et diacétyle
changent remarquablement en fonction de la durée et de la température de stockage (Vahcié¢
& Hruskar, 2000). II est bien établi que l'acétaldéhyde et le propionaldéhyde diminuent au
cours du stockage par I’action hydrolytique de la déshydrogénase de S.thermophilus et
L.bulgaricus qui reste active au cours de I’entreposage méme au froid positif (Bills et Day,
1966).
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9.2.5. Effet des différentes saveurs ajoutées

Divers ardmes de fruits sont utilisés depuis longtemps en vue d'améliorer la qualité gustative
du yaourt. Des effets sensoriels favorables sont obtenu par I’ajout au yaourt de fruits
aromatisants tels que la pulpe de pomme (Ghadge et autres (2008), la fraise, la poudre de
cerise (Kim et al., 2009), I'arome de péche (Santana et autres 2006), et bien d'autres encore.

De plus, des interactions physico-chimiques avec la pectine et le saccharose semblent
augmenter légerement la rétention et la sensation des composés aromatiques (Saint-Eve et
al., 2008).

Cependant, certains composants incorporés dans le yaourt peuvent dominer la saveur
souhaitée et donner un gout différent, tout en modifiant I'acceptabilité globale du produit. Par
exemple la présence dans le yaourt des édulcorants tels que le sirop de mais a haute teneur en
fructose supprime la libération de certains des composants de I’ardme de la fraise (notamment
du butanoate d'éthyle, du (Z)-hex- 3-enol, et du 3-méthylbutanoate d'éthyle) (Mei et al.,
2004).

10. Propriétés nutritive, prophylactiques et thérapeutiques du yaourt

En plus de sa valeur nutritionnelle et sa qualité¢ d’aliment probiotique, le yaourt est considéré
comme un aliment fonctionnel grace a ses multiples effets bénéfiques a la santé qui découlent
essentiellement de sa composition biochimique intéressante (Tableau 3) renfermant
notamment des vitamines, des acides gras indispensables, ainsi que des peptides et des
protéines fonctionnelles a effets prophylactique et thérapeutique bien reconnus (Wajs et al.,
2023).

Tableau 3. Contenu du yaourt nature en principaux nutriments (Hadjimbei et al., 2022).

Nutriment Contenu dans 100g Contenu dans un pot (245g)
Eau (g) 87.90 215.35
Protéines(g) 3.47 8.50
Lipides totaux (g) 3.25 7.96
Hydrocarbures(g) 4.66 11.42
Vitamines : Vitamine B2 (mg) 0.142 0.348
Vitamine B12(ug) 0.37 0.91
Vitamine A (UI) 99 243
Vitamine D (UI) 02 5
Minéraux : Calcium(mg) 121 296
Potassium (mg) 155 380
Phosphore(mg) 95 233
Magnésium (mg) 12 29
Zinc (mg) 0.59 1.45
Energie (Kcal) 61 149

10.1. Source de vitamines et minéraux

Le yaourt constitue une source excellente de minéraux indispensables a 1’organisme humain
tels que les (calcium, potassium, phosphore, magnésium, et sodium) et peut aussi contenir le fer
et le sélénium (Mckinley, 2005 ; Gomez-Gallegoet al., 2018). D’aprés Hadjimbei et al.,
2022, l’ingestion d’une portion de 245g de yaourt peut couvrir environ 40% des apports
nutritionnels de référence en calcium, 10% potassium et 10% en phosphore. Le calcium, dont

24



Partie 1. Etude bibliographique. Chapitre I. Généralités sur les yaourts.

I’absorption intestinale est favorisée par le pH acide du yaourt (Gémez-Gallegoet al., 2018)
est indispensable pour le maintien de la santé dentaire et osseuse tout au long de la vie de
I’individu, et intervient aussi dans le transport transmembranaire, la neurotransmission aux
niveau des jonctions synaptiques, dans la régulation des contraction musculaires et intervient
aussi comme cofacteurs dans plusieurs réactions enzymatiques telles que conversion de la
prothrombine en thrombine (Cormick & Belizan, 2019 ; Hadjimbei et al., 2022). Le
potassium est impliqué dans le transport osmotique, contribue au maintien de 1'équilibre des
¢lectrolytes et des fluides cellulaires ainsi que la régulation de la pression artérielle (Meyer et
al., 2010). Le phosphore intervient dans la composition des phospholipides. Il intervient aussi
sous sa forme de phosphates dans la structure d'ADN, ARN et ATP (principale forme
d'énergie cellulaire) en formant des liaisons phosphate au sein de ces molécules. De plus, sa
combinaison avec des ions calcium pour former I'hydroxyapatite, molécule inorganique
protége les dents contre les acide et I’hypersensibilité (Limeback et al., 2023).

Par ailleurs, a I’instar des autres produits laitiers, le yaourt est riche en vitamines liposolubles
dont notamment, les vitamines A, D et E, impliquées dans le développement et le maintien
des cellules de I’organisme, dans la vision, ainsi que dans les fonctions immunitaires, et
renferme aussi des vitamines hydrosolubles telles que la vitamine B2 (riboflavine) qui joue un
role important dans le métabolisme des lipides, glucides et acides aminés, et la vitamine B12
(cobalamine) dont le réle dans les activités métaboliques et la synthése de I’ADN a été
rapporté¢ par (Hadjimbei et al., 2022), ainsi que la vitamine B3 (niacine) impliquée dans la
production d’acides gras et la réparation de ’ADN endommagé et le bon fonctionnement des
systemes nerveux et digestif (Mikkelsen & Apostolopoulos ; 2019).

Il est a signaler que l'activité fermentaire des bactéries de culture du yaourt entraine une
augmentation du contenu du yaourt en vitamine B9 (folate) et en d’autres vitamines du groupe
B (Gomez-Gallegoet al., 2018).

10.2. Source d’acides gras

Plusieurs acides gras indispensables sont fournis par le yaourt, appartenant aux groupes des
oméga 6 tels que I'acide linoléique et oméga 3 dont I’acide alpha linolénique (Hadjimbei et
al., 2022), dont la consommation est li¢ a un moindre risque de développement de cancer, de
maladie coronarienne et d'infarctus aigu du myocarde (Lin et al.,2018). Il est aussi un
précurseur de synthese des acides gras polyinsaturés n-3 (AGPI n-3) tels que ’EPA (acide
cis-5, 8, 11, 14, 17-eicosapentaenoique , C20:5n3 et DHA (acide cis-4, 7, 10, 13, 16, 19-
docosahexaenoique, C22:6n3) qui sont aussi reconnus pour leurs effets positifs sur le systéme
cardiovasculaire (Fleming et Kris-Etherton, 2014 ; Lin et al.,2018).

10.3. Source de peptides bioactives

Les peptides bioactifs sont des fragments protéiques susceptibles d’agir positivement sur
certaines fonctions biologiques de I’organisme humain tout en contribuant a promouvoir la
santé¢ de I’'individu (Kitts and Weiler, 2003). Leur activité est liée a la libération de leurs
séquences protéiniques meres résultant d’une digestion enzymatique dans le tractus gastro-
intestinal, d’un processus de fermentation, ou encore d’une mutation survenant au cours du
procédé de transformation des aliments. Dans le cas du yaourt ils résultent essentiellement de
la protéolyse des caséines par I’action fermentaires des cultures starters (Mirzapour-
Kouhdasht & Garcia-Vaquero, 2022). Selon leur composition en acides aminés
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et I’enchainement de ces derniers, les peptides bioactifs du yaourt sont a I’origine de plusieurs
effets prophylactiques et thérapeutiques et agissent via divers mécanismes comme:

- Effet anti hypertenseur: en agissant par I’inhibition de l'enzyme de conversion de
I'angiotensine I qui est un facteur intermédiaire important dans la régulation du controle de
I'hypertension artérielle et dont I’inhibition est li¢é a un effet anti-hypertensif ou par
stimulation de la bradykinine a activité vasodilatatrice (Maes et al., 2004 ; Mirzapour-
Kouhdasht & Garcia-Vaquero, 2022).

- Effets antioxydants : les peptides bioactifs peuvent exercer leurs effets antioxydants par
piégeage des radicaux libres, selon plusieurs mécanismes, tels que I’inhibition de la
peroxydation lipidique ou en intervenant en tant que chélateurs des ions métalliques ou
comme donneur d’électrons (Moure et al., 2006; Qian et al., 2008; Rajapakse et al., 2005).
Ils peuvent aussi convertir la cystéine en glutathion qui est un puissant antioxydant
intracellulaire (Marshall, 2004).

- Effets antidiabétique : consiste a la régulation de la glycémie en agissant sur les cellules
pancréatiques sécrétoires de 1’insuline par divers mécanismes telles que la dépolarisations de
la membrane (Newsholme et al., 2010), ou par inhibition des enzymes a-glucosidase et o-
amylase impliquées dans la régulation de la glycémie (Lacroix & Li-Chan, 2014).

- Effet immunomodulateur : par régulation de la production de cytokines ou par
stimulations de la phagocytose des macrophages (Matar et al., 2003). Certains peptides sont
impliqués dans I’amélioration de l'i'mmunité des muqueuses au niveau du tractus gastro-
intestinal ainsi que dans I’atténuation des réactions allergiques (Korhonen & Pihlanto,
2003).

- Effet liant les minéraux : certains peptides bioactifs tels que les peptides phosphorylés
présentent des sites permettant de fixer certains minéraux (tels que Ca, Fe et Zn) et de les
transporter vers les cellules cibles, contribuant ainsi a une meilleure biodisponibilité
alimentaire pouvant promouvoir la santé de I’individu (Clare & Swaisgood, 2000).

10.4. Autres bienfaits a la santé

En plus du réle des peptides bioactives du yaourt dans 1’amélioration de la santé des
consommateurs du yaourt, ce produit laitier fermenté a ¢été¢ considéré comme favorable a la
santé humaine grace a son contenu en probiotiques permettant 1’inhibition des allergies, la
stimulation des réponses immunitaires ainsi que le renforcement de la lutte contre les
microorganismes nuisibles a 1’organisme (Bustamante et al., 2020), dont ceux impliqués
dans les infections du systéme respiratoire tel que le virus de la grippe A (HIN1) (Gouda et
al., 2021). D’aprés Makino et coll. (2006) le lait fermenté avec Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus est utile dans la prévention du rhume chez 'homme.

De plus, l'utilisation d'aliments fermentés tels que le yaourt comme sources de probiotiques
permet la prévention de l'infection par le SRAS-CoV-2 ou au moins de soulager les
complications induites (Olaimat et al., 2020). Les probiotiques apportés par les yaourts sont
¢galement reconnus pour leurs aptitudes a réguler 1’écosystéme microbien intestinal (Dargahi
et al., 2019).

Par ailleurs, de nombreuses recherches médicales et nutritionnelles ont démontré 1’effet
bénéfique a la santé li¢ a la consommation du yaourt notamment chez des sujets atteins de
certaines maladies dites “maladies de civilisation” telles que 1'obésité, les maladies
neurodégénératives ou le cancer (Soltani et al., 2017 ; Wajs et al., 2023). Les propriétés anti-
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cancérigénes des bactéries lactiques des laits fermentés, y compris le yaourt, ont été
démontrées remarquablement dans une étude menée par De Moreno, 2014. Ces bactéries
lactiques peuvent agir par D’inhibition ou I’élimination des bactéries et/ ou enzymes
bactériennes responsables de la production des métabolites cancérigenes (Chandan et al.,
2017), ou encore par le rétablissement de la perméabilité intestinale permettant de retarder
I’absorption des toxines (Chandan et al., 2017). Des métabolites produites au cours de la
fermentation du lait peuvent aussi agir contre la cancérogénese, dont notamment les peptides
bioactives (Elfahri et al., 2016).

La littérature a aussi rapporté 1’efficacité du yaourt dans le traitement des diarrhées aigu chez
les nourrissons (Pashapour & Iou, 2006), dans le soulagement des symptomes du colon
irritable ainsi que ceux liés a la constipation chez les adultes tels que I'obstruction ano-rectale
(Liu etal., 2015). Une consommation journaliére du yaourt favorise également la perte du
poids (Geng et al., 2018) et contribue au contrdle de I’appétit par stimulation de la sécrétion
d’hormones gastro-intestinales (Morell & Fiszman, 2017).

Parmi tous les produits laitiers le yaourt constitue aussi un aliment idéal pour les individus
souffrant d'intolérance au lactose en raison de son faible contenu en lactose et de la présence
des bactéries lactiques qui faciliteraient la digestion (Saleem et al., 2024).

11. Aspects de renforcement des aptitudes alimentaires des yaourts

Le yaourt est un produit alimentaire dont la consommation permet d'apporter a I'organisme
des nutriments a la fois essentiels et bénéfiques. Il constitue une source excellente de calcium
et de protéines de haute qualité. Toutefois, comme pour tous les autres produits laitiers, il est
trés pauvre en certains minéraux dont le fer (Blanc, 1981 ; Routray & Mishra, 2011). I est
aussi déficient en certains éléments importants sensés promouvoir la santé humaine, tels que
les composés phénoliques (Raikos et al., 2018). Cela a incit¢ de nombreux chercheurs a
orienter leurs efforts vers l'enrichissement du yaourt en divers nutriments essentiels afin
d'atténuer ses insuffisances nutritionnelles (Gahruie et al., 2015).

11.1. Enrichissement en minéraux

Les carences en minéraux, dont le calcium, le fer et le zinc, causées par une faible
consommation ou une mauvaise absorption ont été associées a toute une série de problémes
de santé humaine, notamment la fragilité des os, les anomalies du systéme immunitaire et les
retards de croissance chez les enfants (Sazawal et al., 2013). Etant donné que le yaourt,
comme tous les produits laitiers, est pauvre en fer et en Zinc, plusieurs recherches ont été
menées visant son enrichissement en ces deux ¢léments (Santillin-Urquiza et al., 2017). En
effet, le yaourt enrichi en fer peut fournir trois dixiémes de la consommation quotidienne du
fer nécessaire (Sazawal et al. 2013). Cependant, l'incorporation du Zinc et du Fer dans le
yaourt présente certains inconvénients résultant du déclenchement de réactions chimiques
entre ces minéraux et les composants du produit enrichi entrainant par voie de conséquence
des modifications importantes dans les propriétés rhéologiques, physico-chimiques et
gustatives du produit, telles que la synérése et 'apparition de saveurs désagréables (Routray
& Mishra, 2011). La nanoencapsulation (Darwish et al., 2021), l'encapsulation dans des
liposomes (Xu et al. 2014) et la microencapsulation (Nkhata et al., 2015) ont été utilisées
pour remédier a ces problémes souvent rencontrés dans le yaourt. Ces techniques semblent
utiles non seulement pour prévenir les altérations des propriétés sensorielles des aliments
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enrichis, mais aussi pour empécher I'oxydation, en particulier du fer, améliorant ainsi leur
biodisponibilité et leur absorption intestinale (Zimmermann, 2004 ; Jayalalitha et al.,
2022).

La supplémentation en calcium des yaourts a également été réalisée, afin de mieux répondre
aux besoins des personnes présentant un risque de maladies liées a la carence en ce minéral,
ce qui a permis de leur fournir un apport suffisant pour couvrir leurs besoins en cet ¢lément en
1 ou 2 portions méme si ces personnes ne consomment pas de grandes quantités d’autres
produits laitiers (Routray & Mishra, 2011). L'incorporation du calcium sous forme
micronisée (réduit en poudre trés fine dont les particules sont mesurées en microns) a été
également proposée en vue de pallier aux effets négatifs liés aux concentrations élevées de
minéraux sur les propriétés sensorielles du produit en permettant une meilleure dispersion des
particules ultrafines, ce qui permet d’améliorer la sensation en bouche, l'acceptation et la
texture du produit (Ocak &Rajendram, 2013 ; Gahruie et al., 2015). D’autres minéraux ont
été éventuellement inclus dans le yaourt tels le manganese et le magnésium (Cueva et
Aryana, 2008).

11.2. Enrichissement en vitamines

Les yaourts comme d'autres produits laitiers fermentés peuvent étre considérés comme des
sources de vitamines, qui sont des composés qui agissent comme cofacteurs dans I'organisme
(Gahruie et al., 2015). Cependant, leur contenu en vitamine D reste généralement faible, et
insuffisant pour couvrir les besoins quotidiens (Gasparri et al.,, 2019). La carence en
vitamine D est directement liée a un risque accru de cancer, de fractures ostéoporotiques, de
maladies auto-immunes, du diabéte de type I, d'hypertension et de la sclérose en plaques
(Gahruie et al., 2015). A cet effet, la supplémentation du yaourt en cette vitamine s’avere
constituer un choix judicieux pour la fabrication de yaourts fonctionnels qui conviennent bien
aux personnes agées ou ayant des difficultés de mastication, ainsi qu'aux personnes
intolérantes au lactose tout en ayant une durée de vie relativement longue (Gasparri et al.,
2019). La consommation du yaourt enrichis en vitamine D a montré plusieurs effets
bénéfiques a la santé dont I’amélioration du taux de glycémie et des indices
anthropométriques (Mostafai et al., 2018), de la composition lipidique et des bio marqueurs
endothéliaux chez les individus atteints du diabete de type 2 (Shab-Bidar et al., 2011).

Par ailleurs, d’autres vitamines ont aussi été additionnées au yaourt dont les vitamines A et C
(Ilic et Ashoor, 1988), les vitamines B12 (Karlin, 1961), B: (thiamine), Bz (riboflavine), B3
(niacine),et By (acide folique) (Cueva et Aryana, 2008).

11.3. Enrichissement en oméga-3

Les oméga 3 constituent un groupe d’acides gras polyinsaturés indispensables a la santé
humaine mais dont ’organisme ne peut pas synthétiser et devrait donc étre fournis par
I’alimentation d’ou I’intérét de les incorporer dans la fabrication de nouveaux produits laitiers
(Bakry et al., 2019) tels les yaourts a boire, les boissons lactées, le lait frais et le lait traité
UHT (Shahidi et Ambigaipalan, 2016).

Néanmoins, ’enrichissement du yaourt par des acides gras polyinsaturés présente plusieurs
inconvénients tels que I’insolubilité des acides gras polyinsaturés dans les solutions aqueuses
et leur vulnérabilit¢ aux altérations oxydatives ayant pour conséquences une légere
détérioration de la valeurs nutritionnelles et gustatives du produit fini par développement de
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mauvais gotts (Jacobsen et al., 2001). Dans I’objectif de palier a ces problémes de nombreux
chercheurs se sont orientés vers la micro-encapsulation des huiles destinées a étre incorporer
dans le yaourt, dont nous citons des exemples tels que le yaourt supplémenté en huiles
végétales mélangées avec de I’amidon (Dal Bello et al., 2015), le yaourt a la fraise et a I’huile
de saumon encapsulée avec de la gomme arabique et de la maltodextrine (Estrada et al.,
2011), le yaourt additionné d’'huile de poisson encapsulée dans des liposome (Ghorbanzade
et al.,, 2017), et le yaourt a la menthe enrichis avec de I’huile de thon encapsulée par la
technique de spray-drying (Bakry et al., 2019).

11.4. Enrichissement en peptides bioactifs

Les peptides bioactifs sont des segments de protéines constitués de 2 a 20 acides aminés avec
un poids moléculaires de moins de 6000 Da. Ils proviennent de 1’hydrolyse enzymatique des
protéines ou générés au cours de la digestion intestinale des aliments (Hernandez-Ledesma
et al., 2014). Ce sont des molécules biologiquement actives ayant un impact positif sur la
santé tout en exercant des effets antioxydants (Qian et al., 2008), anti hypertenseur (Garcia-
Vaquero, 2022), antidiabétique (Lacroix & Li-Chan, 2014), immunomodulateur
(Korhonen&Pihlanto, 2003) et anti-inflammatoire (Herniandez-Ledesma et al., 2014).

Bien que le yaourt renferme des peptides bioactifs, le renforcement de son contenu en ces
molécules a été rapporté par de nombreux auteurs (Wajs et al., 2023). En effet, il est bien
établi que I’enrichissement du yaourt par des peptides bioactifs obtenu par I’hydrolyse de la
gélatine du poisson permet d’améliorer sensiblement les propriétés inhibitrices de I'ECA
(enzyme de conversion de l'angiotensine) et le potentiel antioxydant du produit fini sans
exercer d’effet significatif sur les caractéristiques physicochimiques (Ayati et al., 2022).

11.5. Enrichissement en fibres alimentaires

Une alimentation riche en fibres favorise la sant¢ humaine en contribuant notamment a la
réduction du risque du développement de plusieurs maladies, telles les troubles gastro-
intestinaux (Elia & Cummings, 2007), 1'obésité, I'hypertension, I'hypercholestérolémie (Van
Dam & Seidell, 2007), le diabéte (Anderson et al., 2004) et le cancer (Bingham, et al.,
2003). La consommation de fibres alimentaires a également montré un impact positif sur la
santé du tube digestif en améliorant le microbiote intestinal, en soulageant la constipation et
en réduisant l'incidence du cancer du colon (Farnworth, 2008).

L'importance des fibres alimentaires et leur carence dans les produits laitiers dont notamment
le yaourt ont incité les chercheurs a les enrichir de diverses sources végétales ayant ainsi
induit des effets variables sur la qualité¢ des produits finis (Abou-Zeid, 2016). En effet, il a été
démontré que les fibres alimentaires insolubles provenant du mais et du riz (céréales), de la
betterave a sucre (légume) et des graines de soja (légumineuses) accélérent le processus
d'acidification des yaourts expérimentaux, entrainant une augmentation de la viscosité
apparente pour la majorité d'entre eux et engendre une 1égere détérioration de la saveur ainsi
que de la texture globales du produit (Fernandez-Garcia & McGregor, 1997 ; Abou-Zeid,
2016).

Un yaourt de qualité acceptable a été aussi obtenu en intégrant des fibres de dattes (fruit) dans
une proportion maximale de 3% (Hashim et al., 2009). I a été¢ également bien démontré que
l'ajout de fibres solubles d'igname (un tubercule constituant la base de la cuisine Africaine) a

29



Partie 1. Etude bibliographique. Chapitre I. Généralités sur les yaourts.

un yaourt brassé a amélioré remarquablement sa viscosité apparente, réduit la synérése, et a
généré une sensation en bouche plus agréable (Ramirez-Santiago et al., 2010).

11.6. Enrichissement aux fruits et légumes

Les fruits et les Iégumes sous toutes leurs formes (frais, séchés, jus, purée, poudre et extrait)
ainsi que leurs résidus constituent des sources excellentes d'enrichissement des produits
laitiers, grace a leur saveur, odeur, couleur, et leur teneur en fibres, vitamines et composés
phénoliques offrant ainsi aux industriels la possibilité¢ d'améliorer les propriétés bénéfiques
pour la santé de leurs produits alimentaires transformés, le yaourt en particulier (Satorabi et
al., 2021 ; Salehi, 2021). En effet, la pulpe de citrouille (Barakat& Hassan, 2017) et de la
fraise (Lesme et al., 2020), le jus de carotte (Sarker et al., 2022) et I’extrait de patate douce
(Hariadi et al., 2023) incorporés dans le yaourt peuvent conférer au produit de meilleures
caractéristiques nutritionnelles et fonctionnelles, notamment en terme d'activité antioxydante
et des teneurs en composés phénoliques ainsi qu’ en vitamines.

En outre, plusieurs fruits et légumes et leurs sous-produits, notamment introduits sous forme
de poudre, comme la poudre de citrouille (Johari et al., 2022) ainsi que les poudres d'écorce
et de marc d'ananas (Sah et al., 2016) et d'écorce de citron (Rahman et al., 2024), en plus de
leurs propriétés fonctionnelles antioxydants remarquables, sont considérés comme des
stabilisants potentiels du yaourt de par leur capacité a lier I'eau, a former des gels et a épaissir
le produit fini (Salehi, 2021). Les sous-produits tels que le marc de pomme (Issar et al.,
2017; Wang et al., 2019) et les sous-produits du fruit de la passion (Espirito-Santo et al.,
2013) sont également des exemples qui ont démontré leurs effets positifs dans 1’amélioration
de la texture et I’atténuation de la synérese des yaourts.

11.7. Enrichissement aux plantes médicinales et aromatiques

Différentes parties (feuilles, tiges, racines, fleures et graines) des plantes médicinale et
aromatiques  présentant de multiples propriétés (antioxydantes, aromatisantes,
antimicrobiennes ...etc.) ont fait 'objet de nombreuses recherches visant a étudier I’impact de
leur composés bioactifs en tant qu’aditifs naturels incorporés sous forme de poudre ou
d’extrait de plantes sur 1’amélioration de la qualité physicochimique, microbiologique,
organoleptique, du potentiel antioxydant et de la durée de conservation des yaourts et d’autres
produits laitiers fermentés. (Tableau 4).

Tableau 4. Impact d’ajout d’extraits de quelques plantes médicinales sur le renforcement de
la qualité des yaourts.

5 .
| . Type dextrait Type Taux | Période et
Espéces et parties selon le solvant , . . .
de Plantes d’extraction de d’extrait | température Résultats obtenus Sources
utilisé yaourt |testés(%)| de stockage
Feuilles de basilic Par comparaison au témoin 1’addition
(Ocimum d’extraits des plantes a induit :
basilicum L.) -Une amélioration de [I’activité
Feuilles de d’ancth . 0% . antloxydantft d ! ygourt. v o ., | Amirdivani
Extraits Yaourt N 28 jours -Une amélioration de l'activité
(Anethum a e et 10% Lo . . L & Baba
queux étuve a4°C métabolique des bactéries starters.
graveolens L.) (v/v) . (2011)
-Une augmentation de la teneur en
Feuilles de menthe composés phénoliques des produits.
poivrée - Une amélioration de I’activité anti-
Mentha piperita L.) ACE-I dans les produits.
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Feuilles de menthe

-Une diminution de ’acidité.

oivrée Extrait aqueux | Yaourt [0% et 1%]| 28 jours -Une augmentations du pH. Al-Shawi
(Men thez iverita L étuve (V/v). a4°C -Texture, saveur, couleur et odeur (2020)
pp ' acceptables.
-Une augmentation de I’activité
antioxydante, de la viscosité et de
I’acidité du yaourt avec
I’augmentation proportionnelle de la
dose d’extrait incorporée.
. -Une diminution du pH et de la
Feuilles de Menthe X dE)fglalt i 7058Pm s Synérése du yaourt selon Iélévation Moshad
pouliot (Mentha |~ o 1anoiq ppm > JOUIS 1 de la dose d’extrait incorporée. oghadam
pulegium L.) ue micro- et a4°C -Une amélioration de la viabilité des | €t al- (2021)
encapsulé Yaou,rt 1000 ppm bactéries probiotiques dans les yaourts
ctuve a I’extrait de Mentha pulegium L.
-Une qualité sensorielle des yaourts
expérimentaux qualifiée d’acceptable
par les panélistes par comparaison au
témoin.
-Une diminution en fonction des doses
incorporées du nombre des bactéries
. . de culture du yaourt, de la viscosité et
o/ . N0/ . gl
Feulllezic\lle;ggenthe I dlrio)(e}:}?;;oli- Yaourt 2()/% ’e% g:)/’ 21 jours de I’acidité. Ait Chabane
Men tza iperita L) y e étuve. ZV ) 1 a4eC -Une augmentation du pH en fonction | et al. (2021)
pp ' q ’ de ’augmentation de la dose d’extrait.
-Un effet non significatif sur le goft,
couleur, odeur et fraicheur.
-Une amélioration de [Dactivité
Deux type de antioxydante des yaourts a I’extrait
thé vert (Camellia . 0% et b do | 2queux de thé vert au cours de la | Amirdivani
sinensis) Ext.ralt aqueux Yaourt 10% 6 eures de | formentation. & Baba
e (infusion) étuvé " |fermentation : . .
récoltés au Japon (V/V) -Une stimulation de la croissance des (2015)
et en Malysie cultures starters durant les 6 heures de
fermentation.
Extraits -Une amélioration des activités
Feuilles de the. aqueux Yaourt (0% et 10%| 21 jours antloxy(’lante's. Muniandy
vert, blanc et noir . . s Lo -Une réduction remarquable de la
L . (infusion) étuvé (p/v). a4°C . N . et al. (2016)
(Camellia sinensis) e, survie particuliére des S. thermophilus
lyophilisés .
du yaourt au cours de la conservation.
%; 0.01%; ) ) ]
Poudre de thé vert |Extrait aqueux Efa()s:fet 0.02%; L’ajout d’extrait a engendré :
o . . . o 0 ) S
(Camellia sinensis)| (infusion) 1% et2%| 5, jours & Une diminution du pH du’y‘aourt. Dénmez et
(v/v). o - Une atténuation de la synérése.
4°C . ) 7 . al. (2017)
. 0% : 1% - Une dégradation non significative de
. |Extrait aqueux | Yaourt 2o
Poudre de café . . \ et 2% la couleur.
(infusion) brassé V)
L’ajout d’extrait notamment a de
fortes doses de 0.5 et 1% a
Feuilles de thé Extrait aqueux 0% : enregistré par rapport au témoin : - Abdel.
doux chinois (décoc t?on) Yaourt | 0.25%; | 24 heures | -Une amélioration des activités Hamid
(Rubus suavissimus o étuvé | 0.5% et a4°C ant10xyda}gtes et hypotensives.
S. Lee) lyophilis¢ 1% (p/p). -Une amélioration de la croissance des | et al. (2020)

cultures du yaourt.
-Une  augmentation des
d'acceptabilité sensorielle.

scores
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L’augmentation de la dose d’extrait
0% : dans le yaourt a occasionné :
Feuilles d'olivier Extrait aqueux Yaourt 0.1% ; 15 jours -Utr} : damtehoratlon de Tactivit® | peker &
commercialis) | . .| 0.2% 3 4°C a[r} loxydante. . Arslan
et 0.4% -Une .dlml,nutlon de la capacité¢ de (2016)
VIv). rétention d’eau. o '
-Un Effet non significatif sur la
viscosité.
- Une amélioration de I’activité
0% - antioxydante et du contenu en
Extrait aqueux | Yaourt | 0 1%’. polyphénols du yaourt en fonction des
Feuilles d'olivier (infusion) tuve 0' 294 ’ 15 jours doses d’extrait. Cho et al.
Ivophilisé et .O 4% a4°C -Une augmentation de la viscosité et | (2020a)
yop /' ’ atténuation de la synérése du produit
(p/Y)- avec D’ajout d’extrait de feuilles
d’olivier.
-Une amélioration de [Dactivité
antioxydante, du contenu en protéines,
en lactose et en matiére séche totale
0% - Zinsi1 que (li’acidité titrable en fonction
. > es doses d’extrait incorporées.
Ginseng Extr(a;t rouge de Yaourt 1 035(1)/05’0/ 31 jours -Un effet non significatif d’ajout Jul;%)le; al.
(Panax ginseng) comrisriril;glisé) étuve eot’z'% ’ a4°C d’extrait de Ginseng sur les ( )
(o) paramétres sensoriels du yaourt.
) -Une diminution du nombre de
Lactobacillus  acidophilus et
Streptococcus  thermophilus  avec
’ajout d’extrait de Ginseng.
- Une diminution selon la dose du
0% - 2% - nombre des l.)actéfies de cult.ulre du
Extrait 4(’% o yaourt, de la viscosité et de 1’acidité.
Feuilles de thym hydrométhano- Yaourt 6% ’ 21 jours | -Une augmentation selon la dose du |Khelifi et al.
Thymus vulgaris L.) 5 étuve ¢ 8% a4°C pH du yaourt. (2018)
1que © y ° - Une altération de la qualité
V). sensorielle au-dela d’une concentration
de 4% d’extrait.
00/(;; -Une amélioration de [Iactivité
Feuilles d"Origan Yaourt 0(;2550/? . 28 jours antloxydan"ce.. i iétés |Dabija et al
(Origanum vulgare [Extrait aqueux | ,, co, X Jo —Une. amel{oratlon des ,propr'letes y )
L) etuvé | 0.75% a4°C physicochimiques et  rhéologiques (2018)
et 1.0% présentant de meilleurs résultats pour
(v/v). la dose del1% d’extrait.
En fonction des doses incorporées il a
été remarqué :
0% ; -Une amélioration de Iactivité
Feuilles de Extrait aqueux | Yaourt | 0.05% ; . antioxydante et de la croissance des
Moringa lyophilisé étuvé 0.1% 2,1 Jours cultures du yaourt. Zhang et al.
. ; e o a4°C. . . - (2019a)
(Moringa Oleifera)| (infusion) écrémé. | et 0.2% -Une réduction de la synérése et
(p/v). amélioration
-Un effet non significatif sur la qualité
sensorielle a de faible dose de 0.05%.

32




Partie 1. Etude bibliographique.

Chapitre I. Généralités sur les yaourts.

Feuilles de la stevia
(Stevia ebaudiana)

Extrait aqueux
lyophilisé

Yaourt
brassé.

0% ;
0.25%
et 0.5%

(p/v).

30 jours a
4°C

-Une amélioration du contenu en
composés phénoliques totaux selon les
doses d’extrait incorporées.
-Une amélioration de Tactivité
antioxydante en fonction des doses
d’extrait incorporées.
-Un effet non significatif de 1’extrait
sur le taux de la matiére séche, la
synérése, pH et acidité titrable.
-Un effet non significatif de 1’extrait sur
la croissance des cultures starters.

De Carvalho
et al. (2019)

Graines de chia
(Salvia hispanica)

Poudre

Yaourt
brassé

0% ; 6% ;
10 % et
14%

p/p)-

35 jours
as5°C

-Une  altération des  propriétés
sensorielles des yaourts aux graines de
chia.

des bactéries lactiques.

~Un effet non significatif d’ajout de
graines de chia en poudre sur la viabilit

Kowaleski
et al. (2020)

Racine de
Chicorée
(Cichorium intybus
L)

Inuline
lyophilisée
extraite des

racines

Yaourt
étuvé

0% ;
0.5% ;
1%
et 2%
(p/v).

14 jours
a4°C

-Une amélioration de la texture, de la
microstructure et de la qualité
sensorielle du yaourt additionné de 1%
d’inuline.-Un effet prébiotique
démontré de I’extrait avec
amélioration de la viabilité des
probiotiques (S. thermophilus, L.
bulgaricus, L. acidophilus et B.bifidu)
au cours du stockage.

El-Kholy
et al. (2020)

Feuilles de
Coriandre
(Coriandrum
sativum L.)

Extrait
méthanolique
lyophilisé

Doogh
ou ayran
une
(boisson
turque a
base de
yaourt)

0% ;0.1
%
et 0.25%
(p/v).

21 jours
a4°C

-Une amélioration de [Iactivité
antioxydante avec 1’augmentation de
la concentration d’extrait incorporée.
-Une amélioration de la viabilité des
cultures probiotiques des produits
supplémentés d’extrait de coriandre.
-Une atténuation de la peroxydation
lipidique dans les produits additionnés
d’extrait de coriandre notamment a
une forte dose de 0.25%.

Shariati
et al. (2020)

Feuilles de

Marjolaine

(Origanum

majorana)

et de Sauge
(Salvia officinalis)

Extraits
aqueux
lyophilisés

Yaourt
étuvé

21 jours
as°C

-Une amélioration proportionnelle de
I’activité antioxydante selon
I’augmentation des proportions
d’extraits des plantes utilisées.

-Une diminution du taux des protéines
avec I’ajout d’extraits testés.

-Une diminution de la viabilité des
S.thermophilus et L.bulgaricus dans
les yaourts supplémentés d’extraits des
plantes testées.

Hasneen
et al. (2020)

Feuilles d'argel
(Solenostemma
argel Hayne).

Extrait
hydroéthanoliq
ue lyophilisé

Yaourt
étuvé

0% ;
0.1%
et 0.2 %
(g/100ml)

21 jours
a4°C

-Une amélioration de [Iactivité
antioxydante selon 1’augmentation de
la dose d’extrait ajoutée.

-Atténuation de la peroxydation
lipidique selon la dose d’extrait.

-Une augmentation de ’acidité selon
la dose d’extrait ajoutée.

-Une amélioration selon 1’élévation
des doses d’extrait incorporées dans le
yaourt de la viabilité des bactéries de
culture, de la viscosité, de la capacité
de rétention d’eau, du contenu en
composés phénoliques totaux et des

propriétés sensorielles.

Mohamed
Ahmed
et al. (2021)
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Epillets de palmier
dattier
(Phoenix
dactylifera L.)

Extrait
hydroéthano-
-lique
lyophilisé

0% ; 0.5%)
et 1.0%
(p/v).

Yaourt
étuvé

21 jours
a4°C

-Une diminution de la viscosité des
yaourts avec I’augmentation de la dose
d’extrait.

-Une stabilisation du gel du yaourt a
I’extrait de la plante.

-Un maintien de la viabilit¢ des
bactéries de culture des yaourts
supplémentés d’extrait d’épillets de
palmier dattier.

Almusallam
et al. (2021a)

Epillets
de palmier dattier
(Phoenix dactylifera
L)

Extrait
hydroéthano-
lique
lyophilisé

0% ;
0.5%
et 1.0%

P).

Yaourt
étuvé

21 jours
a4°C

-Une amélioration de [Dactivité
antioxydante avec I’augmentation de
la dose d’extrait.

-Une atténuation de la peroxydation
lipidique selon 1’augmentation de la
dose d’extrait..

-Une amélioration des taux de maticre
seche et de protéines, avec
I’augmentation de la dose d’extrait.
-Une préservation de la qualité
physicochimique et sensorielle des
yaourts a I’extrait de la plante au cours
du stockage.

Almusallam
et al. (2021b)

Feilles de Romarin
(Rosmarinus

officinalis)

Extrait aqueux
lyophilisé

Yaourt

., |1.5;2.0;
ctuve

2.5
et 3.0%

(®/v)

14 jours
asec

-Une péduction de la croissance des
S.thermophilus et L.bulgaricus en
fonction des taux d’extrait incorporés
dans le yaourt.

-Préservation générale de la qualité
physicochimique et sensorielle des
yaourts renforcés d’extrait de romarin.
-Effet non significatif d’ajout d’extrait
de romarin sur le pH et ’acidité des
produits.

-Amélioration de la texture,
1’apparence du yaourt.

et de

Ali
et al. (2021)

Clous de girofle
(Syzygium
aromaticum) et
racine de Curcuma
(Curcuma longa)

Extrait aqueux

0et4%
(v/v)

Yaourt
étuvé

-Une  amélioration de [Dactivité
antioxydante.

-Une  amélioration
phénolique et protéique.
-L’nhibition de Ia

lipidique.

du contenu

peroxydation

Ogunyemi
et al. (2021)

Poivre noir et
blanc
(Piper nigrum L.)

Extraits
aqueux
lyophilisés

Yaourt
étuvé

et0.1 g/
ml

21 jours
a4°C

-Une amélioration de [Dactivité
antioxydante, du contenu en phénols
totaux et de lactate.

-Une amélioration de [’activité
protéolytique par I’ajout d’extrait du
poivre noir.

-Une meilleure acceptabilité par les
panélistes des yaourts enrichis par
rapport au yaourt nature.

Shori (2022)

Poivre vert
(Capsicum annuum
L)

Extrait
méthanolique

100 ;
200
et 300

Yaourt
brassé

21 jours
a4°C

-Une amélioration proportionnelle de
I’activité antioxydante et du contenu
en composés phénoliques en fonction
de I’augmentation de la concentration
en extrait dans le yaourt.

-Une augmentation par rapport au
témoin des valeurs de 1’acidité et de
la  viscosit¢ dans les yaourts
supplémentés d’extrait de poivre vert.
-Une diminution des valeurs du pH
dans les produits poivrés.

-Une meilleure qualité sensorielle pour
une dose de 200 ppm de poivre vert.

Kovsari et
al. (2024)
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Chapitre I. Généralités sur les yaourts.

Pépins de raisin

Extrait
alcoolique
lyophilisé

Yaourt
brassé
(au lait
du
buffle)

0% ;
0.1% ;
1.25%
et 0.5 %

(p/p)-

12 jours
a4°C

-Une amélioration des activités
antioxydantes, anti-cancers et
antibactériennes des yaourts
additionnés d’extrait de pépins de
raisin.

- Une aiminution du pH des yaourts
en fonction des doses d’extrait de
pépins de raisin ajoutées.

-Une augmentation de la synérese, de
la viscosité et de la matiere séche
totale selon les doses d’extrait de
pépins de raisin ajoutées.

-Une dégradation de la texture, odeur
et saveur des yaourts a l’extrait de
pépins de raisin.

Tami
et al. (2022)

Racine du
Gingembre
(Zingiber
officinalis Roscoe)

Poudre

Yaourt
étuvé

0;0.5;
1;et 2%
(p/p)

14 jours
a4°C

-Une  amélioration du contenu
phénolique et protéique par ajout de
poudre de Gingembre.

-Une augmentation des valeurs de
I’acidité titrable, et de la capacité de
rétention d’eau en fonction de la
quantité de Gingembre ajoutée.

-Une aéduction du nombre des
bactéries de culture dans les yaourts
additionnés de Gingembre.

-Une dégradation des propriétés
sensorielles telles que la couleur dans
les produits  supplémentés de
Gingembre.

Aamir
et al. (2023)
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Partie 1. Etude bibliographique Chapitre II. Mentha piperita L.

Chapitre I1. Mentha piperita L : Plante médicinale aromatique
a vertus thérapeutiques extraordinaires

1. Préambule

Les menthes sont des plantes herbacées présentant une collection de plus de 60 espéces
appartenant a la famille des Lamiacées, originaires du bassin méditerranéen et répandues dans
le monde entier (Wei et al.,, 2023). Elles sont principalement cultivées pour leurs huiles
essentielles ou utilisées comme agents aromatiques en raison des composants volatils qu’elles
renferment dont principalement le menthol, la menthone, l'acétate de menthyle et le
menthofurane (Beigi et al., 2018). Elles sont aussi utilisées comme ingrédients des boissons
et plantes de paturage pour les abeilles, comme elles peuvent étre intéressantes comme plantes
ornementales (Salehi et al.,2018 ; Cavar et al., 2021).

En outre, les extraits et les huiles essentielles de menthe présentent un large spectre d'activités
bénéfiques pour la santé et de multiples effets curatifs vis-a- vis de nombreuses maladie chez
I’homme liés surtout a son contenu considérable en composés bioactifs de grandes valeurs
pharmaceutiques (Elansari et al., 2020). Ceci a incité de nombreux chercheurs a mener de
nombreuses études approfondies sur les différentes espéces de menthes depuis leur morphologie
et leur chimie jusqu'a démontré leur large éventail d'activités biologiques et d'utilisations dans
différents domaines de l'industrie alimentaire et pharmaceutique. Le genre Mentha, notamment
I’espece Mentha piperita L., est toujours au centre de l'attention des scientifiques du monde
entier. La (Figure 6) présente un apergu bibliographique sur les travaux de recherche portant sur
les especes du genre Mentha, réalisés au cours des vingt derniéres années.
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1500 -
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50 507 78 524
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Figure 6. Nombre d'études de recherche consacrées aux espéces de Mentha et publiées au cours
des vingt derniéres années (Cavar et al., 2021).
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2. Origine

La plus ancienne trace de Mentha piperita L. remonte au moins a 1000 ans avant Jésus-Christ
lorsque des archéologues ont trouvé des feuilles et des fleurs séchées a ’intérieur des pyramides
égyptiennes. Elle servait a la conservation des momies chez les Egyptiens et était également
utilisée pour lutter contre les nausées (Logan et al., 2002). Plutard, les Grecs et les Romains 1'ont
utilisée pour parfumer leurs boissons et leurs sauces, ainsi que pour soulager les maux de téte
et les maux d'estomac (Bowen et Cubbin, 1992).

Bien que reconnue et décrite pour la premicre fois en 1696 dans la région londonienne
de Mitcham, d'ou son second nom “menthe anglaise”, la menthe poivrée n'est devenue populaire
en Europe occidentale qu'au 18°™ si¢cle (Camele et al., 2021). Désormais, elle est cultivée dans
de nombreuses autres régions du monde tels que les Etats-Unis, le Canada, I’ Asie et I’Afrique du
Nord et (Hudz et al., 2023). En Algerie, cette espece végétale, est retrouvés a I’état sauvage dans
le parc d’El-Kkala et cultivée sous palmeraies a Ouargla (Benabdallah, 2017).

3. Description botanique et taxonomique

Mentha piperita L. est I’hybride issu du croisement de Mentha aquatica L. et de Mentha spicata
L. Ses fleurs produisent des graines stériles, ce qui rend sa multiplication impossible, elle se
propage végétativement par des stolons et c’est une plante vivace, mesurant de 50 a 90 cm de
hauteur (Singh et al., 2015). Ses tiges sont ramifiées, souvent violacées avec une section
quadrangulaire (Bruneton, 2009 ; Singh et al., 2015 ; Camele et al., 2021), porteuses de feuilles
courtes, ovales, dentées, mesurant de 4 a 10 cm de long, de couleur verte foncée, rougeatres au
soleil et rouge cuivré a l'ombre, couvertes de grands poils sécrétoires arrondis dans lesquels
s'accumulent des odoriférants volatiles (Bruneton, 2009 ; Singh et al., 2015). (Figure 7).

a/ Feuilles et tiges. b/ Feuilles.

Figure7. Feuilles et tiges de Mentha piperita L. (Mithlbauer & Miiller, 2020)

L'espece est souvent plantée dans des zones partiellement ensoleillées ou ombragées entre
la derniere semaine de décembre et la dernicre semaine de janvier. Deux récoltes par an peuvent
étre effectuées: la premiére en juin (aprés 100-120 jours de croissance) et la seconde en octobre
(environ 80-90 jours apres la premicre récolte) par temps trés ensoleillé étant donné que
le contenu en certains composés bioactifs, dont le menthol, diminue par temps nuageux et/ou
pluvieux (Rita & Animesh, 2011).

37



Partie 1. Etude bibliographique Chapitre II. Mentha piperita L.

Des positions systématiques pour Mentha piperita ont été proposées dans le monde entier, dont
celle rapportée par Bachman (2016), présentée ci-dessous :

e Régne : Plantae
e Division : Angiospermophyta
e C(lasse : Magnoliopsida (Dicotylédones)
e Ordre: Lamiales
e Famille: Lamiaceae (famille de la menthe)
e Genre : Mentha
e Espece: Mentha X piperita

4. Composition phytochimique

La composition chimique de Mentha piperita L. présente une variabilité qui dépend notamment
de sa provenance géographique ainsi que des conditions de culture et de stockage (Fecka et al.,
2023). Deux grands groupes de composés actifs y sont distingués dont le premier est constitué de
la fraction volatile, comprenant les composés volatiles, et le second consiste les composés non
volatils, notamment les composés polyphénoliques (Chakraborty et al., 2022 ; Fecka et al.,
2023) .

4.1. Composés volatils ou huiles essentielles

A l'instar de toutes les menthes, la menthe poivrée synthétise et stocke les huiles essentielles dans
des structures spécialisées au niveau de 1'épiderme: ce sont les glandes sécrétrices (peltées
et capitées), réparties sur I'ensemble de la plante, a I'exception des racines, et essentiellement sur
les feuilles (Benabdellah, 2017).

Les huiles essentielles sont naturellement définies comme des métabolites secondaires volatils
des plantes et se caractérisent par une forte nature aromatique et une composition chimique
complexe. Elles sont généralement obtenues par distillation a la vapeur, hydrodistillation,
pression mécanique a froid et distillation a sec de plantes médicinales et aromatiques. Les feuilles
de Mentha piperita L. renferment environ 1.2 a 3.9 % (v/p) d’huiles essentielles et plus de 300
composants isolés et identifiés (Eftikhari et al, 2021). Elle est relativement riche
en monoterpenes (52%) et sesquiterpénes (9%). Elles renferment aussi des aldéhydes (9 %), des
hydrocarbures aromatiques (9 %), des lactones (7 %) et des alcools (6 %), dont la présence a été
démontrée dans une plus faible proportion. Parmi les monoterpénes, le menthol est le principal
constituant (35-60%), suivi par la menthone (2-44%), l'acétate de menthyle (0,7-23%),
le menthofurane (0. 3-14%) et l'isomenthone (2-5%) (Brahmi et al., 2017 ; Mahendran
et Rahman, 2020).Cependant, la littérature fait état d'une divergence dans la teneur en composés
volatils de Mentha piperita L. (Tableau S5), influencée par divers facteurs dont le stade
de maturité de la plante au moment de la récolte, la saison de récolte et les méthodes de séchage
et d'extraction (Rohloff et al., 2005). Cette variabilit¢ phytochimique des huiles de menthe
poivrée est également influencée par des facteurs environnementaux, par les variations
génétiques, 1'é¢tat physiologique de la plante, ainsi que par sa localisation géographique
(Figueiredo et al., 2008). (Tableau 5).
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Tableau 5. Composés volatils majeurs de Mentha piperita L récolté¢ dans différentes régions du

monde (Mahendran et Rahman, 2020).

composés

Proportion Origine de la

Partie de la

Methodes

volatil (%) plante plante d’analyse Sources
28.9 Iran Feuilles GC-MS Saeidi & Mirfakhraie (2017)
26.8 Iran Plante enti¢re GC-MS Machiani et al. (2018)
Menthone
24.56 Arabie saoudite  Partie aérienne GC-MS Desam et al. (2017)
25.6 Jordan Partie aérienne GC-MS Al-Tawarach et al. (2023)
11.40 Egipt Tige GC-MS Bishr & Salama (2018)
7.25 North Algeria Partie aérienne GC-MS Benabdallah et al. (2018
Iso-menthone . .
11.80 USA Partie aérienne GC-MS Aziz et al. (2008)
24 Jordan Partie aérienne GC-MS Al-Tawarach et al. (2023)
36.02 Egypt Partie aérienne GC-MS Bishr and Salama (2018)
39.5 Iran Plante enti¢re GC-MS Machiani et al. (2018)
Menthol 39.63 Serbia Partie aérienne GC-MS Mimica-Dukicetal. (2003)
41.4 Jordan Partie aérienne GC-MS Al-Tawarach et al. (2023)
12.00 Brazil plante GC/MS et LC/MS  Nilo et al. (2017)
Iso-Menthol 34 Iran Plante entiére GC-MS Machiani et al. (2018)
24 Jordan Partie aérienne GC-MS Al-Tawarach et al. (2023)
6.88 Arabie saoudite  Partie aérienne GC et GC-MS Desam et al. (2017)
Menthofuran 11.95 Brazil plante GC-MS Nilo et al. (2017)
6.2 Jordan Partie aérienne GC-MS Al-Tawarach et al. (2023)
1.13 Brazil plante GC/MS et LC/MS  Nilo et al. (2017)
Limonene 28.8 [raan Partie aérienne GC-FID et GC/MS Mahboubi & Kazempour (2014)
37.18 Brazil plante GC-MS De Sousa Barros et al. (2015)
1.1 Jordan Partie aérienne GC-MS Al-Tawarach et al. (2023)
0.42 North Algeria  Partie aérienne GC-MS Benabdallah et al. (2018)
Pulegone 2.67 Egipt Tige GC-MS Bishr & Salama (2018)
2.4 Jordan Partie aérienne GC-MS Al-Tawarach et al. (2023)
2.30 Arabie Saoudite  Partie aérienne GC et GC-MS Desam et al. (2017)
Carvone 34.94 Oman Feuilles GC-MS Satmi & Hossain (2016)
0.5 Jordan Partie aérienne GC-MS Al-Tawarach et al. (2023)
Carvacrol 04 Jordan Partie aérienne GC-MS Al-Tawarach et al. (2023)
0.42 Iran Partie aérienne GC-MS Beigi et al. (2018)
Piperitone 1.19 USA Partie aérienne GC-MS de Sousa Barros et al. (2015)
32 Jordan Partie aérienne GC-MS Al-Tawarach et al. (2023)
o . 0.51 USA Partie aérienne GC-MS Aziz et al. (2008)
Piperitoneoxide ) ]
1.9 Iran Partie aérienne GC et GC-MS Yadegarinia et al. (2006)
Piperitenone oxid¢19.3 Iran Partie aérienne GCet GC-MS Yadegarinia et al. (2006)

4.2. Composés phénoliques

Au sein du groupe des phytoconstituants, les polyphénols forment un groupe essentiel dont

les propriétés antimicrobiennes, anti-inflammatoires, anticancéreuses et antioxydantes sont bien
¢tablies. Il s’agit de métabolites secondaires que les plantes synthétisent dans des conditions
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défavorables telles que les stress biotique (exposition aux pathogénes et/ ou ravageurs)
et abiotique (température, sécheresse, salinité, alcalinité, UV, les métaux lourds, etc.) qui
leur causent de graves dommages (Kumar et al., 2023). Chez Mentha piperita L., la composition
en composés phénoliques comprend différents sous-groupes, dont les flavonoides, les acides
phénoliques, les lignanes et les stilbénes (Mahendran & Rahman, 2020). Cependant,
la littérature fait état de différences quantitatives et qualitatives dans le contenu phénolique
de Mentha piperita L. (Tableau 6), résultant de plusieurs facteurs, notamment la position
géographique, le climat ou encore certaines caractéristiques environnementales, ainsi que
des facteurs propres a la plante (état physiologique, variation génétique et stade d'évolution
au moment de la récolte) (Renoz et al., 2022). Les méthodes et solvant d'extraction, les méthodes
de séchage, les techniques d'analyse, ainsi que la saison de récolte ont été également incrimingés
(Rohloff et al., 2005 ; Kiirekci & Beyazit, 2022).

Tableau 6. Apergu bibliographique sur le contenu phénolique de Mentha piperita L. cultivée
dans différentes régions du monde.

Composes Flavonoides Composes
Origine de la plante Partie analysée L P phénoliques Sources
phénoliques totaux  totaux c e
majoritaires
Algérie (Parc Parties aériennes 31.4£0.8 mg EAG/g 15.7+0.1 mg ND Benabdallah
National d’El-Kala) méthanol/ eau ; 80 :20 ; v/v) MS ER/g MS et al. (2018)
Plante entiére
. 20216 +359mg/100 ND ND
Bulgarie (acetone/eau ; 80:20 ; v/v) e £ Keia;lc lgg(l)z;l
Plante entiére (eau) 9356+ 204mg/100g ND ND )
. Rhizomes (eau) ND ND ACI.d © Bittner
Slovaquie rosmarinique et al. (2019)
Feuilles (eau) ND ND Eriocitrine )
. . , Acide Vladimir-Knezevi
Croatie Feuilles (éthanol) ND ND rosmarinique et al. (2014)
. . . Acide Chrpova
Tchécoslovaquie Feuilles (eau) 63 mgEAG/g ND rosmarinique et al. (2010)
Partie aérienne Krzyzanowska
ND ND
Pologne (méthanol/eau ;70 :30 ; viy) 1174 mg/g MS et al. (2011)
eriodyctiol,luteolin
Feuilles e Pereira et al.
ND ND ]
Portugal (méthanol) Acide (2016)
rosmarinique
] Parties aériennes . Kulig
ND ND
Serbie (éthanol/eau ; 80 :20 ;v/v) Rutine et al. (2019)
. . . , Acide Elansary
Arabie Saoudite Feuilles (méthanol ND ND rosmarinique et al. (2020)
Plante entiére Acide Misan
Belgrade (ethanol/eau: 80:20, v/v) 18.4+0.01 ND rosmarinique, et al. (2011)
: Feuilles (méthanol /eau: Acide Kiirekei &
Turquie 70:30, v/v ND ND rosmarinique  Beyazit. (2022)
3.57 2.48
ND
Methanol £0.26 gEAG/100g__ £0.10
1.99 1.31 Farnad et al.
fran Ethanol +0326EAG/100g  +0.20 ND 2014)
2.89 3.33
ND
Methanol/ethanol +£0.30eEAG/100g 10.12
EAG : Equivalent Acide Galique ; EQ: Equivalent Quecetine ; ER : Equivalent rutine ; MS : Matiére séche ; PS : poids sec ; ND : Non

detrerminé.
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Parmi les principaux composés phénoliques du genre Mentha les acides phénoliques constituent
le groupe le plus répondu, notamment l'acide caféique et ses dérivés, l'acide chlorogénique et
l'acide rosmarinique représentant 60 a 80 % du total des composés phénoliques (Fecka & Turek,
2007 ; Misan et al., 2011). L'acide rosmarinique est le composé phénolique le plus abondant
chez Mentha piperita L. et représente 30 % du total de ces composés (Chrpova et al., 2010 ;
Vladimir-KneZevi et al., 2014 ; Bittner et al., 2019 ; Elansary et al., 2020 ; Kiirekci &
Beyazit., 2022).

La menthe poivrée renferment également des flavonoides, principalement sous la forme
de flavones (lutéoline, lutéoline O-diglucuronide, lutéoline O-glucuronide, lutéoline 7-O-f-
glucuronide, lutéoline 7-O-rutinoside et isorhoifoline) et de flavanones (eriodictyol, naringine,
eriodictyol-glycopyranosyl rhamno pyranoside, naringénine7-O-B-glucoside, hespéridine
et ériocitrine). Les principaux flavones définis dans cette plante sont la lutéoline et ses dérivés
(Kapp, 2015), ainsi que d'autres composants tels que 1'ériocitrine, la naringénine-7-O-glucoside,
la lutéoline-7-O-glucoside, l'ériodictyol, l'isorhoifoline, la lutéoline et 1'apigénine (Mahendran
et Rahman, 2020).

Par ailleurs, la présence des flavonols et les dihydroflavonols chez cette espéce végétale a été
moins signalées. La présence du Kaempferol 7-O-rutinoside et du 40-methoxy kaempferol-7-O-
rutinoside a été rapportée (Dolzhenko et al., 2010 ; Gao et al., 2012).

La présence de rutine a été¢ également décrite par plusieurs auteurs (Gao et al., 2012 ; Farnad et
al.,, 2014), de méme que d'autres flavonols ou dihydroflavonols comme la quercétine, la
quercétine-40-glucoside et la myricétine O-glucoside (Hadjmohammadi et al., 2013 ; MeKinic
et al., 2014).

En outre, Areias et al. (2001) ont démontré la présence du glycoside ériocitrine comme
composant principal dans I'extrait aqueux de la plante.

4.3. Autres composés

La menthe poivrée renferme une variété¢ d'acides gras, notamment des acides gras insaturés, qui
sont quantitativement prédominants dont particuliérement ceux appartenant aux classes oméga-3,
oméga-6 et oméga-9, réputés essentiels au bon fonctionnement du corps humain, puisqu'ils
assurent la fonction des membranes cellulaires, présentent une activité anti-cholestérolémique,
transforment le cholestérol en acides choliques afin que ceux-ci soient €liminés de 1'organisme,
et interviennent aussi dans le métabolisme des graisses (Brown et al., 2019).

Parmi les acides gras identifiés dans la menthe poivrée, l'acide linoléique (w-6), l'acide
linolénique (®-3) et l'acide palmitique sont majoritaires (Bleiziffer et al., 2017, Savych
et al.,2021 ; Eftekhari et al., 2021).

Mentha piperita L. contient en outre une variété d'acides aminés, principalement de l'acide
glutamique et 'acide aspartique ainsi que des taux variables de proline, valine, sérine, leucine,
i1soleucine et bien d’autres acides aminés (Bleiziffer et al., 2017). (Tableau 7).
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Tableau 7. Composition lipidique de Mentha piperita L.

Acides gras qugnclature Teneur en methyl esters d’acides
chimique gras (mg/g)

Acides gras sarurés

Acide caprique (decanoique) C10:0 0.06 NI

Acide laurique (dodecanoique) C12:0 0.21 NI

Acide myristique (tetradecanoique) C 14:0 0.08 NI

Acide pentadecylique (pentadecanoiqque) C 15:0 0.08 NI

Acide palmitique (hexadecanoique) C16:0 2.71 1.44

Acide stearique (octadecanoique) C 18:0 0.25 0.37

Acide arachidique (eicosanoique) C20:0 0.12 0.132

Acide behenique (docosanoique) C 22:0 0.18 0.13

Acide lignocerique (tetracosanoiue) C24:0 0.28 0.04

Acide pentacosylique (pentacosanoique) C25:0 0.19 NI

Acides gras monoinsarurés

Acide oleique (octadecenoic, ©-9) C18:1 0.48 NI

Acide palmitoleique (hexadecenoique, ®-7) Cl16:1 0.29 0.18

Acides gras polyinsarurés

Acide linoleique (®-6) C18:2 3.73 1.44

Acide linolenique (®-3) C18:3 2.98 9.55

Taux d'acides gras saturés 4.16 2.11

Taux d'acides gras insaturés 7.48 11.18

Partie de la plante Feuilles Feuilles

Provenance de la plante Ukraine Roumanie

Sources Savych Bleiziffer

et al. (2021) et al. (2017)

NI : Non identifié

Les feuilles de menthe poivrée contiennent également des vitamines a- et y-tocophérols et de
fortes proportions d’acide ascorbique (Riachi & De Maria, 2015 ; McKay & Blumberg, 2006),
ainsi qu’en certains minéraux dont principalement le potassium, le calciumn et le magnésium a
33, 15.3 et 5.8 g/kg de feuilles séches respectivement ; alors qu’elle s’avére contenir de faibles
quantités de sodium. Elles renferment aussi du fer, de la mangan¢se, du zinc et du cuivre a des
taux successifs de 239, 188, 51 et 12 mg par kg de feuille seche et des traces de chrome, d'iode
et de sélénium a 914, 325 et 147 ng/g, respectivement (Lozak et al., 2002, McKay & Blumberg,
2006). La présence de sucres, de saponines, d'alcaloides, d'anthraquinones et de quinines chez
I’espece végétale Mentha piperita L., a aussi été rapportée par de nombreux auteurs (Eftekhari
et al., 2021).

5. Activités biologiques et effets pharmacologiques

Mentha piperita L. a fait 1'objet de plusieurs études ayant mis en évidence chez la plante
une multitude d'activités biologiques et pharmacologiques liées a plusieurs composés bioactifs ou
composé phytochimiques constitutifs (Brahmi et al., 2017).
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5.1. Activité antioxydante

Quelques données bibliographiques rapportées par de nombreux chercheurs et relatives
au potentiel antioxydant de la menthe poivrée sont indiquées dans le (Tableau 8).

Tableau 8. Pouvoir antioxydant associé¢ aux extraits et huiles essentielles de Mentha piperita L.
(Mahendran & Rahman, 2020).

Parties de la

Type d’extrait Test Activité antioxydant Sources
plante
Parti Gharib & Sil
?r, ¢ Huiles essentielles DPPH ICs0: 59.19 pg/ml (2021‘?) va
aérienne
Partie Extrait méthanolique DPPH- Lol e B Benabdallah
arienne blanchiment du B- 4 516 g0y g/mi et al. (2018)
caroténe
: . . Uribe
Feuilles Extract méthanolique ORAC 83.43 mM ET g/L et al. (2016)
. L
Feuilles Extract éthanolique HRSA 79.27% etl al. (2017)
. . . Bell d
Feuilles  Huile essenticlle SRSC ICs0-356.45 pg/ml ot al. (2018)
. . Ivanova
Feuilles Infusion TEAC 1.27 mM ET et al. (2005)
) . FRAP 3464.59 uM TE/L Zielinski
Feuilles Extrait aqueux ¢ al. (2014
DPPH 35.24 + 16.42% et al. (2014)
FRAP 25.7 mmol de vitaminc C /1
— - , DPPH IC50:254 mg EAG /1 Generali¢ Mekinié
Ethanol-eau (80:20) ABTS 1C50: 237 mg EAG/I et al. (2014)
Inhlb}tlon du B- 2%
caroténe

DPPH: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl ; ORAC : oxygen radical absorbance capacity ; HRSA: hydroxyl radical scavenging activity ; SRSC:
Superoxide radical scavenging capacity; TEAC :Trolox equivalent anti-oxidant capacity; FRAP: Ferric Reducing Antioxidant Power;
ABTS: ABTS radical cation decolourization activity, EAG: equivalenrt d’acide gallique; ET: Equivalent Trolox.

Les huiles essentielles et les extraits de Mentha piperita L. sont de puissants antioxydants
démontrés par divers tests invitro (Tableau 8), tels que le piégeage des especes réactives
de l'oxygene par les tests au DPPH et a I’ABTS, inhibition des radicaux superoxydes, Activité
de piégeage des radicaux hydroxyles, essai de blanchiment de l'acide B-caroténe-linoléique, PM
(phosphomolybdene), FRAP (essai de pouvoir réducteur ferrique) (Mahendran & Rahman,
2020), ainsi que le test d’inhibition de la peroxydation des lipide (TEBARS) (Chakraborty
et al., 2022). Dans ce contexte, I'huile de menthe poivrée a montré un effet antioxydant plus
important sur la peroxydation de I'huile de tournesol que I’hydroxytoluene butylé (BHT) (Singh
et al., 1998 ; Chakraborty et al., 2022).

Les extraits éthanoliques et méthanoliques de cette plante se sont également révélés étre
des antioxydants naturels permettant de réduire remarquablement le stress oxydatif chez I'homme
et 'animal (Farnad et al., 2014).
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5.2. Activités antibactériennes et antifongiques

La menthe poivrée est une plante biologiquement active dont les composés constitutifs offrent
un intérét indéniable pour les scientifiques travaillant sur les maladies infectieuses (Mucciarelli
et al., 2007, Loolaie et al., 2017). Les huiles essentielles et les extraits de cette plante ont montré
une forte activité antimicrobienne contre tout un €ventail de bactéries gram-positives du genre
Staphylococcus (aureus, epidermidis, pyogenes, pyogenicus), Bacillus (subtilis, cereus) ainsi que
Micrococcus flavus, Streptococcus thermophiles et Lactobacillus bulgaricus ; mais aussi sur
les bactéries a Gram négatif, notamment Sa/monella (typhi, paratyphi A/B, enteritides, pullorum,
faecalis), Escherichia coli, Klebsiella pneumonia, Xanthomonas campestris, Mycobacterium
avium, Acinatobacter sp, Comamonas terrigena, Serratia marcescens, Proteus vulgaris,
Enterobacter aerogenes, Yersinia enterocolitica et Shigella dysenteriae (Shaikh et al., 2014 ;
Sun et al., 2014 ; Bohnert et al,. 2016).

Cependant, I’intensité de cet effet antibactérien de Mentha piperita L. est variable, selon qu'il
s'agit de bactéries gram-positives ou gram-négatives. En effet, dans ce contexte, Hussein et al.
(2020) ont constaté une sensibilité élevée des bactéries gram-positives par rapport aux bactéries
gram-négatives en raison de la présence de lipopolysaccharides hydrophobes dans la membrane
externe des bactéries a Gram négatif, qui offrent une protection contre les agents antibactériens,
y compris les composés phénoliques. Une telle structure empécherait la dépolarisation
et la formation de pores ainsi que I'augmentation de la perméabilité membranaire (Ebbensgaard
et al., 2018 ; Hussein et al.,2020).

D'autres ¢tudes ont montré, toutefois, que l'activit¢ antibactérienne de I'extrait de feuilles
de menthe poivrée contre les bacilles a Gram négatif est plus élevée que celle de 1'extrait de tige
(Shaikh et al., 2014).

Ces propriétés antimicrobiennes des extraits de Mentha piperita L. sont principalement dues a
leurs principaux composants bioactifs dont le menthol. Ce denier, en tant que monoterpene
cyclique, a bien démontré un role important dans la désorganisation structurelle de la membrane
cellulaire, entrainant une dépolarisation et des modifications chimiques ou physiques perturbant
les activités métaboliques particuliérement des champignons (Ait-Ouazzou et al., 2012).

Néanmoins, d'autres composants (tels que le b-pinéne, le limoneéne, le caryophylléne
et ' a-pinéne) sont aussi impliqués dans la capacité antimicrobienne des extraits de la plante
(Mahboubi et Haghi, 2008) conférée probablement par 1'établissement d'interactions
synergiques entre ces constituants bioactifs (Riahi et al., 2013 ; Gholamipourfard et al., 2021).

5.3. Activité antivirale

Les extraits de Mentha piperita L. présentent des propriétés antivirales significatives, attestées
par plusieurs études (Bekhit et al., 2011 ; Brand et al., 2016; Loolaie et al., 2017). En effet,
l'extrait aqueux des feuilles de menthe poivrée présente une efficacité remarquable a inhiber
divers types de virus, notamment les deux types de virus de I’ Herpes simplex (HSV-1 et HSV-2)
(Almatroodi et al., 2021), le virus de I'immunodéficience humaine-1 (VIH-1) (Yamasaki et al.,
1998), le virus de la grippe A, le virus Vaccinia (Herrmann et Kucera, 1967; Chakraborty
et al., 2022) et le covid 19 (appelé aussi Corna virus ou SRAS-CoV-2) (Khan, 2021).
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Il est bien établi que divers composés bioactifs volatiles tels que la menthone et le menthanol
présents dans les huiles essentielles et les extraits de Mentha piperita L. peuvent inhiber
efficacement la réplication de certains virus, dont le virus covid-19, et aider a obtenir un meilleur
fonctionnement du systéme respiratoire du patient en dilatant les bronchioles et en facilitant
la lyse des mucosités (Gaurav, 2016).

L'hespéridine, la rutine et l'isorhoifoline sont également des composés actifs constitutifs
des feuilles de menthe ayant démontré un fort pouvoir inhibiteur contre le virus SRAS-CoV-2
en agissant notamment par inactivation des protéases virales (Chakraborty et al., 2022).
La perforation de la membrane virale, I’inhibition de la réplication de I’ADN et l'inactivation
d’autres enzymes virales sont aussi des mécanismes qui peuvent étre impliqués dans I’inhibition
du pouvoir infectieux de ce virus par les composés phytochimiques de Mentha piperita L (Asif
et al., 2020 ; Ma et al., 2020).

5.4. Activités anti-inflamatoires et antiallergiques

Les activités anti-inflammatoires des huiles essentielles, ainsi que des extraits de Mentha piperita
L. ont été évaluées in vitro et in vivo par de nombreux auteurs. En effet, dans une étude, I’huile
essentielle de menthe poivrée contenant du menthol et du cinéole, ingérée par voie orale
a des cobayes, a permis la suppression de I'anaphylaxie cutanée déclenchée par les anticorps IgE
(Arakawa et al.,, 1992 ; Chakraborty et al., 2022). En outre, le menthol, comme principal
constituant de 1'huile s’est révélé bénéfique chez les patients souffrant de colite ulcéreuse aigué
(Ghasemi-Pirbalut et al., 2017).

L'extrait aqueux de menthe poivrée a ¢galement montré des aptitudes thérapeutiques intéressantes
dans la réduction de la réponse inflammatoire dans un modé¢le d'cedéme de 1'oreille chez la souris
induit par 1'huile de croton en abaissant la production d'oxyde nitrique (NO) et de prostaglandine
E2 (PGE2) (Sun et al., 2014, Wei et al 2023).

Par ailleurs, il a été rapporté que la menthe poivrée est en mesure de soulager les symptomes
nasaux de la rhinite allergique par administration orale d'un extrait éthanolique de feuilles
et de tiges de la plante a des rats présentant des symptomes nasaux induits par une provocation
antigénique chez des animaux activement sensibilisés en atténuant significativement
les éternuements a une dose de 300 mg/kg et les frottements nasaux a une dose de 1000 mg/kg
(Kamei et al., 2000 ; Inoue et al., 2001 ; Chakraborty et al., 2022).

5.5. Activité anti-hépatotoxique

L’huile essentielle des feuilles de Mentha piperita L. a montré un effet protecteur contre
I'hépatotoxicité induite par le tétrachlorure de carbone (CCls) en réduisant le taux d'alanine
transférase, d'aspartate aminotransférase, de phosphates alcalins, durée, d'acide urique,
de créatinine, de bilirubine et de certaines peroxydases telles que le glutathion et 1'acide folique
(Khalil et al., 2015). L'administration orale de cette huile fait également baisser les taux d'urée
et de créatinine sériques, et réduit de maniere significative la peroxydation lipidique (TBARS)
hépatique et rénale (Bellassoued et al., 2018 ; Mahendran et Rahman,. 2020).
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5.6. Activité antidiabétique

Bien que le mécanisme exact par lequel la menthe poivrée réduit le taux de glucose dans le sang
ne soit pas entierement compris, la capacité antidiabétique potentielle de l'huile essentielle
et des extraits de la plante a ét¢ démontrée dans de nombreux travaux. A ce propos, il a été
rapporté qu’une dose orale quotidienne de 100 et 250 mg/kg de poids corporel d'huile essentielle
de menthe poivrée entraine une réduction du taux de glucose sérique, ainsi que les niveaux de
triglycérides, de lipoprotéines de trés faible densité (VLDL), de lipoprotéines de faible densité
(LDL) et de cholestérol dans le sang chez des rats nourris au fructose (Badal et al., 2011 ;
Chakraborty et al., 2022).

D'aprés Abdellatief et al. (2017), des doses orales de 40 et 80 mg/kg (poids corporel) d'huile
essentielle de menthe poivrée ont permis de réduire la glycémie chez des rats diabétiques
et de corriger 1'anémie résultant de la maladie tout en abaissant les niveaux de leucocytes ainsi
que de plaquettes et en augmentant les concentrations plasmatiques d'insuline sérique
et du C-peptide.

En outre, une diminution des taux de glucose sanguin et urinaire ainsi que des niveaux
d'albumine, d'urée et d'acide urique dans l'urine a été observée chez des rats diabétiques apres
l'ingestion d'une infusion de menthe poivrée pendant 4 semaines (Figueroa-Pérez et al., 2018).

5.7. Activité cardiovasculaire

L'huile de menthe poivrée semble dotée de propriétés vasodilatatrices démontrées dans plusieurs
¢tudes chez des modeles animaux tels que le rat (Fialova et al., 2015). Ceci résulte d’une baisse
de la pression artérielle, mais aussi d’un ralentissement du rythme cardiaque (Chakraborty
et al., 2022). Ces effets cardiovasculaires de 1'huile de menthe poivrée peuvent également étre
liés a une réduction de la tonicité des muscles lisses artériels (Akbari et al., 2019).

5.8. Activité anticancéreuse

Plusieurs €tudes in vitro et in vivo se sont intéressées aux activités anti-tumorales de Mentha spp.
contre de nombreuses lignées cellulaires cancéreuses (Baliga et Rao, 2010). La présence
de composés phénoliques dans la menthe semble constituer un élément clé du mécanisme
anticancéreux, lequel repose principalement sur la protection contre l'oxydation, la mutation
et la prolifération des cellules cancéreuses, le renforcement de la fonction et du systéme
immunitaire, l'induction enzymatique, le rehaussement du pouvoir détoxifiant et la régulation
de la résistance aux médicaments multiples ainsi que l'action synergique (Wei et al., 2023).

Dans ce contexte Hussain et al. (2010) ont mis en évidence les effets inhibiteurs significatifs
de l'huile essentielle hydro-distillée de Mentha piperita L. contre la lignée de cellules tumorales
mammaires humaines MCF-7. En outre, I'huile essentielle et I'extrait méthanolique de cette plante
se sont révélés efficaces contre les lignées cellulaires cancéreuses Vero, Hela et Hep2 (Wei et al.,
2023).

5.9. Activité neuro-protective

La menthe poivrée est réputée pour ses effets stimulants du systéme nerveux central. A ce sujet,
plusieurs recherches ont ét¢ menées pour démonter in vivo les effets bénéfiques d’extraits de la
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plante sur les performances cognitives, la perception d'un travail physique stressant
et les réactions a la douleur, en fonction des changements possibles dans l'activité cérébrale.
(Akbari et al., 2019 ; Chakraborty et al., 2022).

Lopez et al, (2010) ont mis en évidence chez les sujets humains un fort effet inhibiteur
d’une dose de 10 mg/ml d’'extrait méthanolique de Mentha piperita L., sur la monoamine
oxydase A ; une enzyme du corps humain dont les taux anormaux sont corrélés avec certains
comportements criminels et qui contribue aussi dans la dégradation de la dopamine
dans le cerveau.

Par ailleurs, l'huile essentielle de menthe poivrée, riche en menthol et en menthone semble
moduler de manic¢re bénéfique les performances des tiches cognitives exigeantes et s’avere
atténuer l'augmentation de la fatigue mentale associée a I'exécution prolongée de taches
cognitives chez des sujets adultes sains (Kennedy et al., 2018 ; Almatroodi et al., 2021).

6. Toxicologie des composés bioactifs de menthe

L'innocuité de la menthe poivrée a été confirmée par de nombreuses études in vivo et in vitro.
Cependant, de 1égeres manifestations d'effets toxicologiques ont été constatées lors de 1’ingestion
particuliére de I’huile essentielle issue de cette plante aromatique.

Une étude portant sur la toxicité aigué de l'huile essentielle de menthe poivrée administrée
a des rats a fait ressortir une DL50 élevée comprise entre 2410 et 4441 mg/kg (Nair, 2001 ;
Malekmohammad et al., 2021). Cet huile est surtout contre-indiquée pour les sujets souffrant
d'obstruction des voies biliaires, d'inflammation de la vésicule biliaire et de Iésions hépatiques
graves (Rita & Animesh, 2011 ; Malekmohamma et al., 2021), et elle est déconseillée pour
les patients présentant des reflux gastro-intestinaux, des hernies hiatales et des calculs rénaux
(McKay & Blumberg, 2006).

Par ailleurs, l'application de l'huile de menthe poivrée directement sur la zone nasale ou
thoracique chez un nourrisson peut induire des risques d'apnée, de spasmes laryngés
et bronchiques, de détresse respiratoire aigué et d'arrét respiratoire (Blake et al.,, 1993 ;
Malekmohammad et al., 2021). Cette toxicité de I'huile de Mentha piperita L. provient
principalement de deux composants potentiellement toxiques : la pulégone et le menthol (Shah
& Mello, 2004).

Il a été rapporté que l'administration de doses de 80 et 160 mg de pulégone pendant 28 jours
a des rats a entrainé une perte de poids, une atonie, un abaissement du taux de créatinine sanguine
et des modifications histopathologiques du foie et de la substance blanche du cervelet (Mitchell
& Crowe, 1996).

Tandis que le menthol administré a de fortes doses d’environ 800 mg/kg peut induire
des modifications hépatocellulaires chez le rat (Thorup, et al., 1983), il peut aussi provoquer
une jaunisse chez les nouveau-nés (Rita & Animesh, 2011).

Plus encore, d’apres des études cliniques, réalisées sur des sujets humains, I'inhalation excessive
de préparations mentholées semble provoquer des nausées réversibles, de 1'anorexie, des troubles

47



Partie 1. Etude bibliographique Chapitre II. Mentha piperita L.

cardiaques, de l'ataxie et plusieurs autres troubles du systéme nerveux central (Hawthorn et al.,
1988 ; Tafrihi et al., 2021).

7. Apercu sur les produits laitiers renforcés de Mentha piperita L.

L'incorporation de Mentha piperita L. a 1’état brut ou d’extraits dans le lait et les produits laitiers
peut avoir divers objectifs et avantages, notamment en termes de saveur (Akan et al., 2022a)
et de santé en proposant aux consommateurs des produits laitiers multifonctionnels benefiques
pour leur santé permettant de lutter contre divers pathologie telles que I'hypertension
(Amirdivani & Baba, 2011) et le diabéte (Shahein et al., 2023 ; Akan et al., 2022b).

Dans le secteur laitier, cette plante peut également é&tre utilisée comme alternatives
au conservateurs synthétiques visant a améliorer la qualité du produit, prolonger sa durée de vie
et réduire le risque de contamination par les effets inhibiteurs antibactériens avérés de ses
composés bioactifs contre les germes de contamination microbienne au cours de la conservation
notamment et d’altération (Mishra et al., 2020 ; Yilmaztekin et al., 2019 ; Azizkhani
& Tooryan, 2016 ; Degnon et al., 2016).

7.1. Stratégies d’incorporation de Mentha piperita L. dans le lait et dérivés

Les techniques mises en ceuvre pour intégrer la menthe poivrée a des produits laitiers ont été
soigneusement évaluées par les chercheurs qui vont de I'utilisation du matériel végétal a 1’état
brut aprés avoir été¢ réduit en poudre ou de ces diverses formes d'extraits (aqueux, alcooliques
ou huiles essentielles) en tant qu'additifs alimentaires naturels dans les produits laitiers
(incorporation directe) a l'utilisation en tant que suppléments dans le régime alimentaire
des animaux laitiers au cours de 1'élevage (incorporation indirecte) (Tableau 9).

7.1.1. Incorporation directe

Il s'agit d'utiliser la plante a I'état brut apres séchage et broyage ou sous forme d’extraits (aqueux,
alcooliques ou d’huiles essentielles) comme additifs alimentaires naturels pour renforcer
la qualité des produits laitiers transformés.

7.1.1.1. Usage sous forme de poudre

L'utilisation de la plante a 1’état brut ou aprés sa mise en poudre par broyage est une méthode
a la fois simple et économique, qui ne nécessite pas d'équipement ou de réactifs particuliers.
Cette approche convient parfaitement aux produits pour lesquels une texture granuleuse est
tolérée. Dans une étude (Noghani et Sameti, 2015) ont indiqué que I’intégration de la poudre
de menthe poivrée dans la formulation d'un fromage domestique “fromage Borujerd” produit
en Iran, dans la région de Borujerd, a partir de lait de brebis, permet d'obtenir une texture
fromagere 1égérement granuleuse, mais jugée acceptable par ’ensemble des dégustateurs.

En outre, ils ont démontré 1'efficacité de cette plante réduite en poudre dans la prolongation
de la durée de conservation du produit laitier et dans l'amélioration de sa qualit¢ microbienne
et physico-chimique. Ils ont constaté aussi une diminution du nombre de coliformes,
de moisissures et de levures ainsi qu'une augmentation du pH en fonction des niveaux de poudre
de plante ajoutés, a savoir 0. 1, 0.2 et 0.3 %, au cours de 60 jours de stockage a 4°C, résultant
de l'activité¢ antibactérienne des composés présents dans la plante, notamment le menthol,
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la menthone, le carvacrol, la carvone, l'eugénol et le limonéne, qui ont inhibé 1’activité
productrices d'acide des bactéries lactiques, tout en maintenant les caractéristiques
organoleptiques, gustatives et olfactives du fromage a un niveau désir¢.

De leur c6té, Shahein et al. (2023) ont réussi a produire un lait de chamelle fermenté¢ avec
des propriétés thérapeutiques intéressantes, en y ajoutant des concentrations de 1 et 1.5%
de poudre de feuilles de Mentha piperita L., ayant démontré une efficacité antidiabétique notable
chez des rats diabétiques recevant des doses orales quotidiennes de 85 ml de lait de chamelle
fermenté enrichi en menthe poivrée par kilogramme de poids corporel pendant 8 semaines. Selon
les méme auteurs, a la concentration de 1.5 % de menthe poivrée, le lait fermenté a montré
également un effet positif sur les fonctions hépatiques et rénales.

Il est bien établi que l'a-glucosidase et I'a-amylase sont des enzymes qui déclenchent le diabete
de type 2 en augmentant la glycémie par la dégradation rapide de 1'amidon et du sucre apres un
régime mixte de glucides (Oboh et al. 2014). Retarder 1'absorption du glucose en inhibant ces
deux enzymes est donc une méthode thérapeutique importante pour contrdler le diabéte de type 2
et certaines maladies dégénératives liées au diabete. Ceci peut étre rendu possible par l'utilisation
de Mentha piperita L. dans les préparations de lait et dérivés destinés aux patients et dont les
principaux composés bioactifs constitutifs ont démontré des effets inhibiteurs remarquables sur
I’activité de ces deux enzymes (Ali-Asgar, 2013).

7.1.1.2. Usage sous forme d’extraits aqueux

Le choix de I'eau comme solvant d'extraction constitue un avantage par rapport aux solvants
organiques en raison de son innocuité, son respect de I'environnement, son accessibilité et son
faible cott (Munro et al., 2015).

Dans ce contexte, plusieurs essais visant a intégrer des extraits aqueux de menthe poivrée dans
des produits laitiers tels que le yaourt ont été recensés par la littérature scientifique. Citons
comme exemple les travaux de Amirdivani & Baba (2011). En incluant une dose de 10% (V/V)
d'extrait aqueux de Mentha piperita L. dans la préparation d'un yaourt étuvé, ces auteurs sont
parvenus a mettre au point un yaourt fonctionnel avec une meilleure activité anti-ACE-I (enzyme
de conversion de I'angiotensine I qui est un facteur intermédiaire important dans le controle de
I'hypertension artérielle), ce qui est considéré par de nombreux auteurs comme étant bénéfique
dans le traitement de 1'hypertension (Johnston & Franz, 1992). IIs ont également constaté une
amélioration de l'activité antioxydante du produit final d'environ deux fois par rapport a celle du
yaourt nature, associée a une teneur plus élevée en composés phénoliques et une meilleure
activit¢ métabolique des bactéries starters (Streptococcus thermophilus et Lactobacillus
bulgaricus) au cours de 28 jours de stockage au froid positif de 4°C.

Dans d’autres études menées par (Akan et al., 2022a ; Akan et al., 2022b) visant & examiner les
effets de l'incorporation d'extraits aqueux de 5 plantes médicinales (ail, thym, basilic, romarin et
menthe poivrée) obtenus par macération a 70°C pendant une nuit de 10 g de chaque plante dans
100 ml d'eau, sur la qualité d’un yaourt contenant des probiotiques (Lactobacillus bulgaricus,
Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium longum et Lacticaseibacillus casei) et en termes
de perception sensorielle, qui implique la couleur, la saveur, la texture et l'impression générale
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du produit, le yaourt additionné d'extrait de menthe a 10% a été jugé de meilleur ; alors qu'aucun
effet significatif de ces extraits sur la viabilité des bactéries en question, ni sur le pH et 1'acidité
titrable des produits n'a été constaté pendant 28 jours de stockage a 4°C (Akan et al., 2022a).

En outre, 1'ajout de l'extrait aqueux de menthe poivrée a 10% a permis d'améliorer les propriétés
fonctionnelles du yaourt probiotique, entrainant un accroissement remarquable (P <0.05) de la
teneur en composés phénoliques totaux et de 1’activité antioxydante du produit par rapport au
témoin (AKkan et al. , 2022b).

Par ailleurs, Komes et al. (2017) ont développé des boissons fonctionnelles a base de lait
de cheévre, présentant des propriétés bioactives et une activité antioxydante renforcée par
l'incorporation de 10% d'extraits aqueux de 5 plantes médicinales dont le produit additionné
d’extrait de Mentha piperita L., qui a affiché comparativement aux autres essais les teneurs les
plus ¢€levées en phénols totaux (4745.4 EAG mg /1), en lutéoline et en acide hydroxycinnamique,
tout en présentant une meilleure qualité sensorielle.

7.1.1.3. Usage d’extraits alcooliques et hydroalcooliques

Compte tenu de leur ampleur et de son efficacité, l'utilisation des solvants organiques pour
I’extraction des substances actives des matrices végétales est une méthode fréquemment
appliquée. En effet, les extraits ainsi obtenu ont démontré une activité antimicrobienne plus
constante et plus forte que celle des extraits aqueux (Parekh et al. , 2005, Das et al., 2010). Il a
été constaté en outre que l'extraction au méthanol et a 1'é¢thanol présente des meilleurs taux
d'extraction notamment en terme de contenu phénolique présentant aussi des meilleurs pouvoirs
antioxydants (Araijo et al., 2015).

De plus, les solvants binaires tels que le méthanol-eau ou éthanol-eau se sont avérés encore plus
efficaces dans les procédés d’extraction des composés bioactifs des plantes et plus respectueux
de l'environnement que les 1’ensemble des solvants organiques purs utilisés seuls (Luthria
et autres 2007 ; Mustafa et Turner 2011, Ameer et al., 2017).

Cependant, les publications scientifiques relatives a l'utilisation des extraits alcooliques
ou hydroalcooliques de Mentha piperita L. dans les produits laitiers demeurent encore limitées.
Ces extraits ont toutefois suscité la curiosité de certains chercheurs en tant qu'additifs naturels
pouvant apporter a la fois des bénéfices sanitaires aux consommateurs et des bénéfices
technologiques a l'industriel en termes d’amélioration de la qualit¢é et du prolongement
de la durée de conservation des produits laitiers dont notamment les laits fermentés.

Citons comme exemple l'ajout d'extrait éthanolique de menthe poivrée au Doogh, boisson
traditionnelle iranienne préparée a partir de yaourt salé, qui a conféré au produit une activité
antimicrobienne plus importante que celle de la natamycine (antibiotique) utilisée a 10 ppm,
notamment contre les levures et les moisissures, en lui procurant ainsi une meilleure stabilité
pendant 30 jours de réfrigération a 4°C malgré la 1égére altération de ses propriétés sensorielles
constatées par les panélistes dont la couleur et I’ aspect (Gilan, 2023).

Dans une autre é¢tude consacrée a la création d’un nouveau produit fonctionnel, un yaourt brassé
supplémenté a des taux de 0.1, 0.3 et 0.5% d’extrait éthanolique de Mentha piperita L., obtenu
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par macération dans du méthanol concentrée a 80% (v/v) a entrainé une nette amélioration
de l'activité antioxydante en fonction de la hausse des doses de I’extraits et 1’inhibition
de la croissance des bactéries protéolytiques et lipolytiques, ainsi qu’une une meilleure qualité
sensorielle a une concentration de 0.1 %, au-dela de laquelle les caractéristiques organoleptiques
ont été relativement altérées, sans toutefois avoir un effet significatif sur le pH du produit
au cours de toute la période de stockage a 4°C (Tomar et al., 2021).

Au contraire, Ait Chabane et al. (2021) ont relevé une hausse du pH accompagnée d'une
réduction de l'acidité et de la viscosité du yaourt étuvé renforcé d’extrait hydroéthanolique (80 :
20, éthanol : eau, v/v) de Mentha piperita L., a des taux de 2, 4 et 6% (v/v) offrant au produit une
sensation de fraicheur trés appréciée notamment a la concentration de 6% d’extrait, avec un
développement moins important des germes spécifiques Streptococcus thermophilus
et Lactobacillus bulgaricus au cours de 21 jours de réfrigération a 4°C comparativement au
yaourt témoin.

En outre, dans I’objectif d’¢laborer une boisson lactée fonctionnelle a base de lactosérum
et du lait 1’ajout de seulement 0.025% (poids/volume) d’extrait hydroéthanolique de menthe
poivrée obtenu par macération au froid dans I’éthanol aqueux a 70% (v/v) a la formulation
a renforcé remarquablement le taux de composés phénoliques ainsi que 1’activité antioxydant
du produit et la qualité sensorielle du breuvage laitier ainsi obtenu a été trés bien acceptée par le
jury de dégustation (Fischer et al., 2020).

7.1.1.4. Usage d’huiles essentielles

Les huiles essentielles sont constituées de composés organiques volatils liposolubles, obtenus
a partir de plantes aromatiques (fruits, fleurs, feuilles, tiges, graines, bois et racines) par
distillation a la vapeur d'eau, et reflétent généralement I'odeur de la plante dont elles sont issues
(Petitet, 2012). Des techniques d'extraction telles que la distillation a sec, le pressage
mécanique, l'extraction par solvant et d'autres techniques d'extraction peuvent également étre
utilisées (Matera et al., 2023 ; Zhang et al., 2022).

Il est bien admis que I’ajout de I’huile essentielle de menthe poivrée dans la formulation
du yaourt étuvé améliore son activité antioxydante (Sarabi-Jamab & Niazmand, 2009), ainsi
que les caractéristiques sensorielles tout en préservant le pH du produit au cours
de la conservation (Azizkhani & Parsaeimehr, 2018 ; Tita et al., 2022).

Une étude a montré que son incorporation a des doses de 0.1 et 0.2% (v/v) dans le Doogh
industriel a permis d’inhiber de maniére significative la croissance de Staphilococcus
themophilus (Abdolshahi et al., 2018) et de certaines bactéries pathogenes tels que Escherichia
coli et Listeria monocytogenes (Azizkhani & Tooryan, 2016).

En outre, dans le but de protéger les composants volatiles et leurs efficacités antimicrobiennes
et antioxydants certains chercheurs ont procédé a I’encapsulation de 1’huile essentielle de Mentha
piperita L.,par usage de 1’alginate de sodium avant son administration dans un lait fermenté
appelé Kefir conservé au froid positif de 4 °C pendant une longue période de 20 jours (Tita et al.,
2022).
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7.1.2. Incorporation indirecte

Cette approche consiste a utiliser le végétal comme supplément dans l'alimentation des animaux
laitiers pendant ['¢levage. Il est bien établi que I’inclusion de la menthe poivrée dans
I’alimentation des vaches laitieres pendant 14 jours permet d’améliorer remarquablement
le potentiel antioxydant du lait (Uegaki et al., 2001).

De leurs coté (Hassan et al.,, 2021) ont rapporté que I’incorporation d’un mélange d’herbes
composé de feuilles de menthe poivrée et de cinq autres plantes (gingembre, fruit du poivrier,
écorces de cannelle, graines de Trachyspermum ammi et d’ail) dans 1’alimentation de bufflonne a
raison de 20, 30 et 40 gramme par jour par téte, pendant 10 semaines a permis d’accroitre
la production journaliére de lait et d’améliorer le contenu du lait en matiére grasse et en acides
gras insaturés notamment lors d’une prise de 20 g/jour.

Tableau 9. Formes d’incorporations de Mentha piperita L. dans le lait et dérivés.

Formes

d’incorporations

Procédés
d’extractions

Doses
incorporées
(testées)

Produits
laitiers
testés

Cultures

starters utilisées

Périodes de
stockage

Résultats obtenus

Sources

Poudre

0.1;
0.2et
0.3%
(P/P)

Fromage
frais
au lait de
brebis
« fromage
domestique
Borujerd »

60 jours a
4°C

-Augmentation du pH,
diminution de
I’acidité et de
l'acceptabilité globale
du produit en fonction
de I’élévation de la
dose de poudre de
menthe dans le caillé.
-Inhibition de la
prolifération des
coliformes, des
levures et des
moisissures dans le
fromage supplémenté
de poudre de menthe.
-Amélioration de
I’acceptabilité chez les
panélistes du fromage
4 0.2% de poudre de
menthe poivrée

Noghani
& Sameti
(2015)

Poudre de feuilles

séchées

0;1let
1.5%
(p/v).

Lait de
chamelle
fermenté

-S.thermophilus.
L. bulgaricus.

Conservation
a4°C
jusqu'a
l'utilisation
expérimentale

-Amélioration des
propriétés
fonctionnelles du lait
fermenté supplémenté
de poudre de menthe
par :

-Une diminution des
taux de glucose
plasmatique, de 1"'urée
et de créatinine
sériques chez les
diabétiques.

-Une amélioration des
fonctions hépatiques.

Shahein
et al. (2023)
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-Amélioration de
l'activité métabolique

Macération des bactéries du
de 10g de —Streptoc?ccus yaourt,
végétal dans thermophilus, - Amélioration de
100 ml &’ - 1 .. .
penrcrilant T;u Lc_z;ml;f;:l”us I'activité antioxydante
acidophilus, TR irdivani
. heures a 0et10% | Yaourt . , 28 Jours | ¢t de l'activité anti- | Amirdivani
Extrait aqueux . e -Bifidobacterium| " 0 ACE-I & Baba
température (v/v) étuvé bifid a4°C . 2011)
ambiante tfidum, . -Augmentation de la
dans du 'Lac.wb acillus teneur en composés
méthanol caset. phénoliques (25.6
(cc;n;:sezl)tre mgGEA/ml) par
rapport au témoin
(15.4 mgGEA/ml).
- Diminution du
nombre des
S.thermophilus et
L.bulgaricus, viables
et B. longum au
cours du stockage.
-Augmentation du
nombre de L. casei.
Macération _Lactobacillus au cours du stockage.
(%e ,1 0g de bulgaricus . -Diminution du taux
' végétal d’ans 0et10% | Yaourt -Streptoco.ccus 2§ J(iurs de la.mati.ére séche et Akan
Extrait aqueux |100 ml d’eau (VAV) robiotique thermophilus. a4°C amélioration du taux et al.
pendant P €1 _Lactobacillus de protéine par (2022a)
12 heures casei. rapport au témoin au
a70°C -Bifidobacterium 1°" jour et
longum. augmentation de la
viscosité au 28
jour.
-Détérioration des
propriétés
sensorielles et
développement d’un
gout amer apres 14
jours
-Augmentation de la
_Lactobacillus teneur en composés
bulgaricus . phénoliques.
Macle(;gtiioen de -Streptococcus -Amélioration de
thermophilus. > A o
. végétal dans | O et 10% | Yaourt . 2? J(c))urs Pactivité antioxydant. | xpap et al.
Extrait aqueux 100 ml d’eau (Viv)  |probiotique -Lactobacillus a4°C . (2022b)
pendant une casei. —Amfel%o’r a?tlo.n fie‘
.\ no R I’activité inhibitrice
nuit a 70°C , )
Bifidobacteriu de l'a-glucosidase et
m longum de l'a-amylase chez le

diabéte de type 2.
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-Amélioration
proportionnelle de
I’activité antioxydante
en fonction de
I’augmentation de la
concentration
d’extrait de menthe
dans le produit.

-Effet non significatif
sur le taux de matiére

Infusion 0:;0.5; - Streptococcus séche et de la matiére
Extrait aqueux de 20 g de 1.0 et Labneh thermophilus | 30 jours | grasse. Nasser
végétal dans 1.5% -Lactobacillus a6°C -Diminution du et al. (2017)
100 ml d’eau (v/v) bulgaricus nombre des bactéries
starters viables apres
10 jours de stockage
dans les produits a
I’extrait de menthe.
-Amélioration des
caractéristiques
organoleptiques des
produits
supplémentés
d’extrait de menthe.
-Renforcement de
Macération l'activité antioxydant
de 10 g de de la boisson
végétal dans habituelle sans extrait
100 ml de menthe.
d’une -Enrichissement en
solution Boisson compose":s phénoliques
Extrait , hydr(?— 0 et 0.025%)| laitiére a / / de la,bf) 15s0n. Fischer et
hydroéthanolique eth(? nolique (p/v) base de -Amg l’1orat10n. dela al. (2020)
50% ; 70% lactosérum qualité sensorielle de
et 95% (v/v; la boisson renforcée
Ethanol/Eau) d’extrait de menthe
a froid obtenu par macération
(7°C) dans 1’éthanol aqueux
pendant 72 a50% par rapport au
heures témoin et autres
yaourts.
Macération de -Augmentation du pH
10 de végétal et diminution de
dans 100 ml I’acidité et de la
d’une solution _Lactobacillus viscosité en fonction
‘ hydrg- 0:2:4- bulgaricus. . de l’augmentgtion de
Extrait hydro- | éthanolique ’ ¢ 6’0/ > | Yaourt | _ Streptococcus 21 jours a | la concentration Ait Chabane
éthanolique  [(80/20 ; v/v ; et oo étuvé . 6°C d’extrait dans le et al. (2021)
(v/v) thermophilus.
Ethanol/Eau) yaourt.
@ temperature -Amélioration de la
ambiante . .
qualité sensorielle des
pendant 6 , .
heures yaourts supplémentés

d’extrait de menthe.
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Extrait
éthanolique

Macération
de 10 de
végétal

dans 100 ml

d’éthanol a

température
ambiante

pendant 48
heures

0;0.05;
0.1;0.15;
0.2;0.25;

et 0.3 %

v/iv)

Doogh
(Boisson
iranienne

préparée a
partir de
yaourt
salé)

30 jours a
4°C

-Augmentation de
I’acidité et diminution
du pH selon
I’accroissement de la
dose d’extrait dans la
boisson.

-Pas d'impact
significatif sur la
teneur en matiére
grasse et en matiere
séche.

-Inhibition de la
croissance des levures
et moisissures avec
l'augmentation des
concentrations
d'extrait ajouté.

-Dégradation de la
qualité organoleptique
selon 1’accroissement
de la dose d’extrait
ajoutée dans la
boisson.

Gilan,
(2023)

Huile essentielle

Hydro-
distillation
au Clevenger

0;3.33;
5et6.66
pl/ml.

Lait frais

15 jours a
4°C

-Fort effet inhibiteur
des concentrations
d’huile essentielle
ajoutées sur la flore
d’altération du lait.

Degnon
et al. (2016)

Huile essentielle

Commerciale

0.25;40;
70 ; 100
et 130 pg/l.

lait
fermenté
étuveé

-Lactobacillus

acidophilus

21 jours a
4°C

-Diminution du
nombre de cellules de
Lactobacillus
acidophilus en
fonction des
concentrations d’huile
de menthe poivrée
incorporées

Sarabri-
Jamab
& Niazman
(2009)

Huile essentielle

Commerciale

0et0.5
% v/v

Yaourt
probiotique

Lactobacillus
bulgaricus,

-Streptococcus
thermophilus,

-Lactobacillus

acidophilus.

-Lactobacillus

fermentum.

Bifidobacterium

Bb-12.

28 jours a
4°C

-Amélioration de
I’activité antioxydant.
-Amélioration des
caractéristiques
sensorielles.
-Réduction de la
viabilité des
probiotiques.

- Effet non significatif
sur le pH.

AzizKhani
&
Parsaeimehr
(2018)
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Lactobacillus
bulgaricus, o
Streptococcus 'I.nhl.bltlop
hermophilus, ' significative des Azizkhani
Hui . ial 0et0.5 Yaourt -Lactobacillus | 28 jours & | bactéries pathogénes
uile essentielle | Commerciale 9% v/ bioti ) 5 o L . & Tooryan,
o v/v  probiotique | acidophilus. 4°C (Escherichia coli et 2016
-Lactobacillus Listeria ( )
Jermentum, monocytogenes)
-Bifidobacterium
Bb-12.
-Inhibent de maniére
significative la
. Doogh croissance de
industriel
o Staphylococcus aureus
0:0.1 et contamine ) . .
. . . A par / 7joursa | au cours du stockage. | Abdolshahi
Huile essentielle |Commerciale | 0.2 % N hibiti mal
(vIv) Staphylococc, 4°C -Inhibition maximale | et al. (2018)
us aureus de Staphylococcus
5
(1 1/0 }JFC aureus en présence de
" 0.2 % d'huile
essentielle.
-Amélioration du
potentiel antioxydant
_Lactococcus par rapport au témoin.
. lactis, -Amélioration des
ntrainement oy
par la vapeur _Lactococcus caractejrlsthues
Huile essentielle |d'eau a l'aide /?Oeot; (%e Kefir cremoris, 20 jours a sensorlelles’par. Tita
encapsulé de l'appareil |~~~ = _Lactococcus 4°C rappc?r't au temoin et al. (2022)
Neo biovar -Amélioration des
Clevenger diacetylactis; propriétés texturales
(consistance, fermeté
-Leuconostoc .
et cohésion) par
comparaison au
témoin.
Alimentation
des vaches
laitieres
Feuilles de Pendant 14
Mentlilta iperita / Jours avee Lait frais / / -Amélioration de Uegaki
0l taf ; Lt des I’activité antioxydant | et al. (2001)
taux du lait.
d’inclusion
de 0.1
et 2%
Mélange brut de -Accroissement de la
feuilles de Mentha Alimentation prodgctlon journalicre
piperita de bufelonne du lalt: )
’, pendant 10 -Amélioration de la
avec les feuilles i .
de eineembre / semaines. Lait frais / / composition du laiten | Hassan
ging > a raison de 0, matiére grasse eten | et al. (2021
feuilles de 2
cannelle. eraines 20,30 et 40 acides gras insaturés
ie Trach ’Sg ormum grammes par particuliérement pour
ammzy ef ol Jour par tete une dose de 20
’ g/téte/jour.
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7.2. Effets et mécanismes d'action des extraits de Mentha piperita L. dans la préservation
et ’amélioration de la qualité des laits fermentés

Les produits laitiers fermentés forment une matrice excellente pour I’incorporation des extraits de
plantes médicinales dont Mentha piperita L. La supplémentation de ces produits en extrait
de menthe poivrée permet de renforcer leur contenu en composés bioactifs et par conséquent
améliorer leur pouvoir antioxydant, ainsi que leurs propriétés sensorielles et nutritionnelles tout
en conférant au produit une meilleure stabilité physicochimique et microbienne au cours
de la conservation (Ramos et al., 2017 ; Granato et al., 2018 ; Plaskova & Mlcek, 2023).

7.2.1. Potentiel antimicrobien

Les extraits de Mentha piperita L. ont montré des effets antimicrobiens trés efficaces dans
le controle de la croissance des bactéries pathogenes et des moisissures de contamination du lait
et dérivés dont les produits laitiers fermentés, contribuant ainsi a prolonger leurs durées
de conservation et garantir une meilleure innocuité microbienne.

En effet, il est bien connu que Listeria monocytogenes est une bactérie responsable de graves
maladies souvent mortelles telles que la méningite, 1’endocardite et la septicémies (Cho et al.,
2020a). C’est aussi 1'un des principaux agents pathogeénes angoissant pour 1’industrie alimentaires
notamment des produits laitiers préts a la consommation (Martin et al., 2022). Azizkhani
et Tooryan (2016) ont démontré un fort pouvoir antibactérien exercé par I’huile essentielle
de menthe poivrée ajouté au yaourt contre ce germe pathogeéne. Toutefois, ces mémes auteurs ont
constaté que cet effet antibactérien a été moins sévére vis-a-vis du germe E. coli qui est
une bactérie a Gram négatif par comparaison a la Listeria monocytogenes a Gram positif. Cette
résistance des bactéries Gram négatif, découle de leur structure membranaire caractéristique
comportant deux membranes 1’une interne et I’autre externe riche en lipopolysaccharides capable
de faire face au passage des molécules hydrophobes (Antolak et al., 2018; Hussein et al., 2020 ;
Kachur & Suntres, 2020). Cette conformation structurale peut aussi empécher toute éventuelle
dépolarisation membranaire pouvant conduire a la formation de pores et augmenter
la perméabilité membranaire (Ebbensgaard et al., 2018 ; Hussein et al., 2020). A ’opposé,
les bactéries Gram positif sont protégés par une membrane épaisse de peptidoglycane qui n’est
pas tout de méme assez serrée pour freiner le passage de molécules de taille réduites dans
le milieu intracellulaire (Silhavy et al., 2010; Kachur & Suntres, 2020).

L’huile essentielle de menthe poivrée a révélé aussi une aptitude antimicrobienne notable
a inhiber le développement de Staphylococcus aureus dans une boisson laitiere fermentée
produite traditionnellement en Iran & partir d’un yaourt salé appelé “le Doogh” (Abdolshahi
et al.,, 2018). De plus, I’ajout de I’extrait éthanolique de menthe poivrée semble conféré
également au Doogh une activité antimicrobienne significative, notamment contre les levures
et les moisissures permettant ainsi une meilleure stabilit¢é du produit sur une période
de réfrigération (4°C) de 30 jours. Ce pouvoir antimicrobien s’est avéré méme supérieur a celui
exercé par la Natamycine (antibiotique généré par la bactérie Streptomyces natalensis) a la dose
de 10 ppm utilisée comme agent conservateur en industrie alimentaire (Gilan, 2023).
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De plus, une meilleure qualité hygiénique du Labneh, une variété de yaourt concentré et
conservée pendant 20 jours de stockage a 6°C a été obtenue par I’incorporation d’une faible dose
de 0.5% (v/v) d'extrait aqueux de menthe poivrée. L’extrait aqueux de Mentha piperita L., n'a
laissé proliférer aucune cellule de levure ou de moisissure dans le produit pendant toute la
période de stockage a 6°C. Au contraire, un nombre de 4x10? UFC/g de ces microorganismes ont
¢té détectés dans le Labneh non traité apres seulement 10 jours de conservation a la méme
température (Nasser et al., 2017).

Par ailleurs, outre les microorganismes pathogeénes et d’altération, I’effet antimicrobien
des extraits de menthe poivrée s’aveérent capables d’affecter éventuellement la croissance
des bactéries d’intéréts technologiques et/ou probiotiques des laits fermentés. En effet, 1’ajout
d’extrait aqueux (Akan et al., 2022a) et de I’extrait hydroéthanolique (Ait Cahabane et al.,
2021) de Mentha piperita L. au yaourt s’averent réduire relativement le nombre des bactéries
starters spécifiques ; Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus.

Les extraits des plantes médicinales selon leurs contenus en composés bioactifs peuvent,
néanmoins, agir différemment vis-a-vis de la croissance microbienne (Hervert-Hernandez et al.,
2009). A cet égard, Akan et al. (2022a) ont rapport¢ que la supplémentation d’un yaourt
probiotique avec l’extrait aqueux de menthe poivrée stimule remarquablement la croissance
de Lactobacillus casei mais inhibe celle de Bifidobacterium longum.

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles ou des extraits de Mentha piperita L. est
étroitement liée a leurs contenus en composés phytochimiques dont principalement les composés
phénoliques, tels que les flavonoides, (Inarejos-Garcia et al., 2023) ainsi que les composés
volatils tels le menthol et le menthone (Iscan et al.,, 2002 ; Lim et al.,, 2018). Les effets
antimicrobiens exercés par les composés bioactifs peuvent étre expliqués par des mécanismes
multiples a la fois complexes et variables, selon le genre et I’espéce du micro-organisme
concerné et de la composition de I’extrait en principaux composés secondaires qui dépond
de la plante (état physiologique, variation génétique et stade d'évolution au moment de la récolte)
(Renoz et al., 2022), des traitement auxquels elle a été soumise (méthodes de séchage ,
d'extraction et d'analyse), ainsi que de la saison de récolte (Rohloff et al., 2005 ; Mahendran
& Rahman, 2020). Méme si les mécanismes d’action antimicrobienne de ces composés bioactifs
vis-a-vis des microorganismes n'ont pas encore ét¢ complétement élucidés, les plus connus
peuvent étre résumés comme suit :

-Perturbation des membranes cellulaires : les composés phénoliques sont susceptibles
de se fixer aux membranes bactériennes par leurs groupes hydroxyles et leur accumulation dans
la bicouche lipidique peut soit perturber I’interaction de certains lipoprotéines membranaires ainsi
que la perméabilité cellulaire engendrant par voie de conséquence une fuite des constituants
cytoplasmiques puis une mort de la cellule, ou peut détruire carrément la bicouche
phospholipidique, entrainant ainsi a une altération des fonctions physiologiques de la cellule
et une destruction du microorganisme (Zhang et al., 2019b ; Lobiuc et al., 2023 ;Weng et al.,
2024). Cependant, les bactéries gram-positif sont plus sensibles a cette activité antibactérienne
de par leur structure simple dépourvue de membrane externe et dont la couche de peptidoglycane,

58



Partie 1. Etude bibliographique Chapitre II. Mentha piperita L.

malgré son épaisseur (pouvant atteindre 30 nm) permet la fixation des composés phénoliques
et facilite leur passage a la membrane plasmique ou ils peuvent se lier a celle-ci par des
molécules d'acide lipotéichoique (Salvador, 2018). En revanche, les bactéries Gram négatif sont
dotées d’un systéeme membranaire complexe qui leur confere une plus grande résistance aux
composés phénoliques ou autres molécules antibactériennes. Ce systéme comprend deux
membranes lipidiques séparées par une couche mince (d’environ 3 nm) de peptidoglycane.
De plus, des porines formant des pores non spécifiques permettant le passage des petites
molécules sont insérées dans la membrane externe. Cette derniére comporte aussi des
lipopolysaccharides exposés a 1’extérieur ce qui constitue une vraie barriere contre la diffusion

passive des composés hydrophobes a travers les porines (Brown et al., 2015 ; Salvador, 2018).

- Réduction du niveau d’ATP : outre le déséquilibre entre I’ATP intra et extra cellulaire
occasionné par la perturbation de la membrane bactérienne suite a une fuite de I’ATP
et du phosphate inorganique vers le milieu extracellulaire, les composés phénoliques
interviennent aussi dans la diminution du taux de I’ATP par inhibition de I’ATPase membranaire
inhibant ainsi la croissance bactérienne (Nazzaro et al., 2013).

-Altération de la transcription de PADN : Les polyphénols seuls ne peuvent pas perturber
l'intégrité de ' ADN bactérien ; mais leur réactions avec le peroxyde d'hydrogéne semble modifier
I'expression des protéines bactériennes, ce qui entraine des dommages importants
et une transcription anormale de 'ADN (Piekarska-Radzik &Klewicka , 2021 ; Lobiuc et al.,
2023).

-Action anti-Quorum sensing : Le Quorim Sensing est un systtme de communication entre
les bactéries au sein d’une communauté bactérienne, basé sur la sécrétion de petites molécules
de signalisation chimique appelée auto-inducteurs. Lorsque la population bactérienne atteint une
certaine densité appelé “ Quorum ” I’accumulation des auto-inducteurs entraine 1’activation ou la
répression de geénes régulateurs de diverses activités entres autres : virulence, sporulation,
formation de biofilm ou changement de phénotype (Mion et al., 2019 : Koudoro et al., 2023).
Les composés bioactifs des végétaux, y compris les composé phénoliques peuvent inhiber
la multiplication des cellules bactériennes et/ou réduire leur virulence par perturbation des
signaux du Quorum en agissant soit comme des molécules compétitives aux auto-inducteurs en
se fixant sur des récepteurs spécifiques ceux-ci, lorsqu’ils présentent des similitudes structurelles
a ces derniers, ce qui interrompe le passage des signaux ; soit, dans le cas échéant les agent
antibactériens peuvent se lier a des sites autres que ceux des auto-inducteurs et interférer les
signaux selon différemment mécanismes dont : dissimulation des signaux, altération des sites des
récepteurs et inhibition d’enzymes (Dimitrova et al., 2023).

D’autres mécanismes pouvant étre impliqués dans ’activité anti bactériennes ont été rapportés
par la littératures tels I’inhibition des enzymes cellulaires par fixation a ceux-ci (Lobiuc et al.,
2023), réduction de la synthése protéique (Martinengo et al., 2021), génération du peroxyde
d'hydrogéne (Tsushima et al., 2000 ; Cushing et al., 2011), extinction de l'oxygene,
dénaturation des protéines et induction d'un stress oxydatif par les espéces réactives de I'oxygene
(ROS) (Rout et al., 2022).
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7.2.2. Potentiel antioxydant

Le stress oxydatif dans I’organisme humain est a 1’origine de diverses pathologies chroniques
dont le cancer, le diabete, I’hypertension artérielle, les maladies neurogénératrices et le syndrome
de détresse respiratoire aigu€ (Birben et al., 2012). Le déséquilibre entre les radicaux libres et les
diverses especes réactives a 1'oxygeéne dans un systéme alimentaire dont notamment les produits
laitiers est susceptible aussi d’altérer leurs propriétés nutritionnelles et organoleptiques (Citta
et al., 2017), d’ou la nécessité de procéder au cours de leurs transformation a un apport adéquat
en antioxydants comme additifs pouvant garantir leur stabilité oxydative , préserver leur qualité
et prolonger leur durée de vie tout en offrant aux consommateur des produits sures capables
de promouvoir leur santé (Fardet & Rock, 2018).

I1 est bien connu que les produits laitiers fermentés sont dotés de propriétés oxydatives provenant
des molécules bioactives qu'ils renferment en diverses proportions, a savoir les caséines,
les peptides, les vitamines (C, D, E et provitamine A) ainsi que certaines enzymes antioxydants
(catalase, glutathion peroxydase et superoxide dismutase) (Fardetet al., 2018). Cette activité
antioxydant dépond a la fois de la composition et de 'origine du lait utilisé dans la fabrication de
ces produits ainsi que des souches bactériennes intervenant dans le processus de fermentation
et qui en dégradant les protéines du lait produisent des peptides bioactifs ayant un fort pouvoir
antioxydant (Stobiecka et al., 2022). Cependant, ce pouvoir antioxydant tend a diminuer au
cours du stockage des produits affectant par voie de conséquence la composition particuliere des
lipides dont les acides gras polyinsaturés jugés vulnérables a 1’oxydation au cours des différentes
étapes du processus de fabrication et de conservation ; ceci entraine une dégradation de la qualité
nutritionnelle, organoleptique et sanitaire des produits (Abd El-Aziz et al., 2023).

En examinant les propos de plusieurs auteurs, la supplémentation aux produits laitiers dont les
laits fermentés, d’huiles essentielles ou d’extraits de Mentha piperita L., comme alternative
naturelle aux antioxydants synthétiques semble améliorer leur qualité pendant le stockage.
En effet, I’ajout de ’extrait aqueux de menthe poivrée a permis d’améliorer considérablement
le potentiel antioxydant du yaourt (Amirdiva & Baba, 2011 ; Akan et al.,2022b) et de Labneh
(Nassar et al., 2017) par rapport aux témoins, respectifs. En outre, I’enrichissement par I’huile
essentielle de menthe poivrée a également été suspecté promouvoir le potentiel antioxydant du
yaourt (Azizkhani and Parsaeimehr, 2018), du lait fermenté¢ le Kefir (Tita et al.,2022) et du
Doogh qui est un breuvage laitier fermenté¢ (Abdolshahi et al., 2018). Plus encore, dans une
¢tude comparative entre les yaourts brassés additionnés d’extraits éthanoliques de trois plantes
différentes (Mentha piperita L., Hibiscus sabdariffa L., et Ocimum basilicum L.), Tomar et al.
(2021) ont rapporté une meilleure activité antioxydante démontrée par les échantillons fabriqués
a base d’extrait de menthe poivrée durant 28 jours de stockage au froid positif de 4°C.

Cette amélioration du potentiel antioxydant des produits enrichis en poudre et extraits de menthe
poivrée est essentiellement due aux composés phénoliques hydrophiles contenus dans les extraits
de la plante (Akan et al., 2022b) et qui peuvent agir selon plusieurs mécanismes dont les plus
répondus consistent en un transfert d’atome d’hydrogene : lorsque le potentiel de réduction des
composés phénoliques est inférieur a celui du radicale libre, ils cédent un atome d’hydrogene a ce
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dernier qui devient alors neutre et stable. Cette capacité de donneur d’hydrogéne est favoriser par
la structure d’anneaux benziniques des composés phénoliques et dépond du nombre de leurs
groupes hydroxyles et leurs positions (Shahidi & Ambigaipalan, 2015). D’autres mécanismes
peuvent intervenir tels que: la chélation des ions métalliques (Leopoldini et al., 2011),
le piégeage d'oxygene singulier (Galano et al.,2016) et le transfert d’atome d’un électron par
perte de proton autrement dit les composés phénoliques donnent d’abord un proton au radical
libre puis celui-ci qui est devenu anion perd un électron pour devenir en fin stable (Zeb, 2020).

En somme, les antioxydants naturels tels les composés phénoliques de Mentha piperita L., sont
capables d'éliminer les radicaux libres en (1) piégeant les ROS ou leurs précurseurs ; (2) en
inhibant la formation des ROS ; (3) en bloquant I'action de certaines enzymes ; (4) et en chélatant
les ions métalliques impliqués dans la production des radicaux libres (Uttara et al., 2009 ;
Vladimir-KnezZevi¢ et al., 2012).

7.2.3. Préservation des propriétés physicochimiques et sensorielles

L’acidité des produits laitiers fermentés est un élément essentiel influengant a la fois leurs durées
de conservation et leurs acceptabilités par les consommateurs (Al-Otaibi et El Demerdash,
2008 ; Montemurro et al., 2023). Néanmoins, une forte acidification résultant d’une production
excessive de lactate a des répercussions négatives sur la durée de vie du produit ainsi que sa
qualité organoleptique (Zourari et al.,, 1992 ; Guimont et al., 1994) et nutritionnelle en
conséquence d’un risque de synérése intense et une fuite importante de protéines dans
le lactosérum (Undugoda & Nilmini, 2019). A cet égard, les parametres physicochimiques
semblent évoluer différemment dans les produits laitiers fermentés selon le type d’extrait de
menthe poivrée ajouté dépendant principalement de la nature et de sa richesse en principaux
composés bioactifs constitutifs de la plante. A ce propos, deux études ont bien montré que les
extraits éthanoliques et hydroéthanoliques de Mentha piperita ont entrainé une réduction
de l’acidité titrable du Doogh (Gilan, 2023) et du yaourt étuvé (Ait Chabane et al., 2021) au
cours de 21 a 30 jours de conservation au froid positif de 4 et 6 °C. Au contraire, 1’ajout d’extrait
aqueux de cette plante au Labneh (Nasser, et al., 2017) et au yaourt au cours de 28 a 30 jours
de stockage a 4°C selon (Amirdivani & Baba, 2011) a ét¢ marqué par une hausse des valeurs
de T’acidité titrable et une diminution de celle du pH des produits, tandis qu’aucun effet
significatif sur ces deux parametres dans un yaourt probiotique conservé pendant 28 jours a 40°C
n’a été rapporté par (Akan et al., 2022a).

De plus, d’apres Ait Chabane et al. (2021) P’extrait hydroéthanolique de Mentha piperita L.
a pour effet aussi de réduire la viscosité, 1’adhésivité et la cohésivité du yaourt notamment
lorsqu’il est ajouté a une dose sévere de 6% (v/v), contrairement aux constations de Akan et al.
(2022a) qui ont révélé une amélioration de la viscosité d’un yaourt probiotique par 1’ajout
d’extrait aqueux de menthe poivrée a une concentration de 10% (v/v). Au fait, la viscosité
et la fermeté du gel de cette classe des produits laitiers est liée a plusieurs facteurs dont la
production des exopolysaccharides par les bactéries lactiques cultivées dans le produits (Cerning
1995 ; Laws et al. 2001), le contenu en matiere seche du lait utilisé comme mati¢re premiere
(Schkoda et al., 1998; Van marle , 1998 ) et au traitement thermique subi au cours du processus
de fabrication (Kessler, 1998 ; Ait Chabane et al., 2021).
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Par ailleurs, la menthe poivrée de par son contenu en composés aromatiques odorants telles que
le menthole, le menthone et le limonéne (Djenane et al.,, 2012) s’avére améliorer la qualité
sensorielle de certains laits fermentés dont les yaourts particuliérement lorsqu’ils sont additionnés
a de faibles doses. En effet, 1’extrait hydroalcoolique de Mentha piperita additionné a une faible
concentration de 0.1% au yaourt brassé¢ (Tomar et al., 2021) ainsi que 1’extrait aqueux de cette
méme plante additionné a 1.5% au Labneh (Nasser, et al., 2017) ont exercé des effets positifs sur
la qualité sensorielle des produits du point de vue surtout du gout, de la saveur, de la flaveur
et de ’odeur dont les sensations agréables chez les panélistes ont ¢été nettement améliorées par
comparaison au témoin.

7.2.4. Amélioration de la valeur nutritionnelle

En plus des composés phénoliques, la menthe poivrée a été également mentionnée comme étant
source de vitamines, de macro-¢léments, d'oligo-¢léments et d'acides aminés essentiels
(Berdowska et al., 2013). Mainasara et al. (2018) ont rapporté que cette plante a 1’état séchée
renferme dans sa composition des lipides (5%), des protéines (7.69), des fibres alimentaires (9%)
ainsi que de nombreux minéraux tels que le calcium (0.045), le potassium (72%), le sodium
(13%), le phosphore (0.32%) et le magnésium (0.045%).

A ce jour, trés peu d’études ont été menées et rapportées par la littérature en ce qui concerne
I’effet du renforcement des produits laitiers ferments par les principaux constituants chimiques
outre les composés phénoliques de cette plante incorporée a 1’état frais, séché ou méme sous
forme d’extrait. Néanmoins, Akan et al. (2022a)en examinant le contenu en protéines
et en maticre grasse du yaourt additionné d’extrait aqueux de cette plante a 10% (v/v) ont
constaté une légere augmentation de 15% du taux de protéines par rapport au témoin tandis que
cette ajout n’a pas influencé le taux de lipides qui est resté stable dans le produit. Dans ce
contexte (Gilan, 2023) ont rapporté aussi que la supplémentions au Doogh par |’extrait
éthanolique de Mentha piperita L. n’exerce aucun impact significatif sur le taux de matiére grasse
et de mati¢re seche du produit.

8. Considérations a prendre en charge pour la mise au point d’un additif naturel a base
d’extraits de plantes dans les produits laitiers fermentés

En raison de leur efficacité prouvée dans la préservation des produits laitiers grace a leurs effets
antimicrobiens et antioxydants, [’'usage des extraits des végétaux en tant qu’additifs naturels a
suscité au cours de ces dernieres années un vif intérét de la part des industriels de la filiere lait et
dérivés dont I’utilisation a connu un large essor dans particulierement les produits laitiers
fermentés (Stanislav et al., 2019).

Néanmoins, I’application des extraits de plantes dans la fabrication des produits laitiers en
général est sujette a certaines contraintes susceptibles de limiter leur efficacité ou de les rendre a
haut risque vis-a-vis de la santé du consommateur. En conséquence, certaines prédispositions et
exigences doivent étre impérativement prises en considération pour une meilleure utilisation des
extraits des plantes comme additifs naturels dans les produits laitiers fermentés tels les yaourts ou
laits fermentés destiné a 1’alimentation humaine.
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8.1. Evaluation de la composition des extraits bioactifs

Les effets des extraits de plantes sur les propriétés (physicochimiques, microbiologiques
organoleptiques) des laits fermentés auxquels ils sont ajoutés sont treés hétérogeénes en fonction de
leur composition phytochimique, elle-méme influencée par plusieurs facteurs liés a la plante
(espece végétale, état physiologique, variation génétique et stade d'évolution au moment de la
récolte) (Renoz et al., 2022) et au conditions environnementales dont le climat et I'emplacement
géographique (Brahmi et al., 2022). De plus, les phénomenes d’antagonisme ou de synergie
d’effets entre les composants du méme extrait ou des constituants de 1’extrait avec ceux de la
matrice laitiére est aussi un facteur important a prendre en considération dans 1’estimation de
I’effet globale d’un extrait étant donné que ces interactions sont susceptibles d’altérer ses
activités biologiques ; antimicrobiennes et/ou antioxydante. En effet, une réduction du pouvoir
antioxydant de I’extrait aqueux du thé riche en composés phénoliques a été constatée en présence
de fortes concentrations (0.1 et 0.8 mg/100g) de thiamine (Piechocka et al., 2019) ; alors que
certains composés phénoliques avec l'a-tocophérol ont montré un effet synergique (Murakami
et al.,, 2003). Plus encore, selon Al-Turki et al. (2008) les extraits aqueux de marjolaine,
d'origan, de réglisse et de sauge ont exercé un effet antibactérien contre Bacillus subtilis
et Escherichia coli d’une maniére plus importante dans le lait frais en comparaison au Labneh
(produit laitier fermenté) en raison d’une plus forte teneur en protéines et en maticres grasses
contenue dans le Labneh offrant ainsi une bonne protection vis vis des micro-organismes.

Ainsi, mettre en lumiére la composition des extraits des plantes a utiliser comme additifs
alimentaires en procédant au screening de leurs principaux constituants avec une meilleure
compréhension des interactions possibles entre leurs composants bioactifs et la matrice
alimentaire concernée est une étape préliminaire importante qui permet de les orienter vers les
objectifs ciblés en estimant touts éventuels effets de leurs adjonctions sur la qualité globale du
produit. Plus encore, une meilleure connaissance de la composition des extraits des plantes
permet d’optimiser les concentrations a utiliser, dans la mesure ou un sous dosage réduit
I’activité fonctionnelle de 1’extrait alors que des doses excessives se traduisent généralement par
des altérations de la qualité du produit fini en terme de texture, de saveur et de la viabilité des
bactéries spécifiques et bénéfiques. Dans ce contexte, une altération des parametres
organoleptiques ainsi qu’une une forte activité inhibitrice de Streptococcus thermophilus
et Lactobacillus bulgaricus ont été¢ constaté dans des yaourts étuvés additionnés d’extrait
hydroalcoolique de Thymus vulagris L. (Khelifi et al., 2018) a de fortes concentrations de 8%
(V/v).

Par ailleurs, il est bien admis qu’un rendement considérable et une extraction sélective des
principaux composés bioactifs des plantes sont surtout conditionnés par le choix d’une
méthodologie d’extraction appropriée et du solvant d’extraction adéquat qu’il faut également
prendre en considération lors de la mise au point d’un additif a base d’extraite de plante
médicinale (Awad et al., 2021 ; Plaskova et al., 2023) .

De plus, il convient de noter qu’au cours du processus de préparation des additifs d’origine
végétale, d'autres molécules ou composés bioactifs se trouvant a des concentrations plus ou
moins ¢levées dans ’extrait peuvent interférer et perturber I’opération conduisant a des résultats
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inattendus, d’ou la nécessité de procéder parfois a une étape de purification des principaux
composés d’intéréts dont la mise au point a 1’échelle industrielle se heurte tout de méme a la
contrainte du cout de revient relativement ¢levé (Folim, 2015).

8.2 Aspects réglementaires et de sécurité

Par définition les additifs alimentaires sont des composés ou des extraits ajoutés a une denrée
alimentaire pour des fins technologiques. D’aprés I’EFSA (Agence européenne de sécurité
alimentaire) ils ne doivent constituer aucun préjudice sur la santé du consommateur lorsqu’ils
sont ingérés (Faustino et al., 2019).

Cependant, 1’'usage de I’extrait de plante comme additif alimentaire peut engendrer des effets
néfastes plus ou moins graves sur la qualité du produit et la santé du consommateur lorsque il est
issus surtout d’une plante déja contaminée au cours de sa culture aux divers polluants
environnementaux (métaux lourds, pesticides, fongicides, mycotoxines, résidus de fertilisation ou
de traitement chimique...etc.), d’ou I’'importance de procéder comme opération unitaire avant
l'extraction des principaux composés bioactifs au lavage de la plante afin de réduire de sa charge
en micro-organismes indésirables et en dépdts de métaux lourds (tels que le plomb,
I'aluminium...etc.) néfastes pour la santé (Plaskova et al., 2023).

Le séchage de la plante est aussi une étape qui s’impose lors de 1’élaboration de 1’extrait d’une
plante comme additif alimentaire puisqu’il permet de mieux conserver la plante par élimination
de l'eau constitutif nécessaire au bon fonctionnement d’enzymes d’altérations
et au développement des micro-organismes indésirables (Roshanak et al., 2016).

En outre, afin d’éviter toute éventuelle contamination des végétaux par les métaux lourds, il est
conseillé de procéder a la cueillette des plantes médicinales dans des régions ou les activités
industrielles et routicres sont faibles (Caldeirao et al., 2021 ; Ahmed et al., 2022). Une étape
d'évaluation des risques est ¢également requise afin d’identifier la plante et déterminer sa teneur en
substances chimiques toxiques et/ou indésirables avant son utilisation comme additif (Plaskova
et al., 2023).

Par ailleurs, I'usage des additifs naturels dans 1’industrie alimentaire doit étre régit par une
réglementation nationale et internationale. Dans les pays de I'union européenne (I’UE) tout
additif alimentaire doit répondre aux exigences du réglement CE N° 1333/2008 de la
Commission Européenne qui stipule que 1’'usage d’un additif alimentaire n’est autorisé que
lorsque ce dernier figure dans la liste des additifs autorisés. Dans le cas d’un nouveau additif, une
demande d’autorisation doit étre d’abord remise a I'EFSA, qui ne donne son avis qu’apres une
démarche d’évaluation de sa sureté qui ne doit présenter aucun effet secondaire (métabolique,
chronique, génotoxique ou cancérigéne), puis une dose sans effet observable (DSEO) et une dose
journaliere admissible (DJA) de I’additif seront déterminées avant qu’il ne soit inscrit sur la liste
d’additif autorisé¢ (Faustino et al., 2019). Aux états Unis, pour la mise sur le marché d’un
nouveau additif alimentaire une demande doit étre soumise a la FDA (Food and Drug
Administration). L’additif doit subir ensuite un examen par des experts qualifiés, formés
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scientifiquement ou ayant une expérience suffisante pour évaluer sa sécurité, puis s’il s’agit d une
substance stre il sera en fin déclaré GRAS (Generally Recognised As Safe).

Selon la réglementation de la FDA un additif alimentaire peut étre déterminé GRAS en se basant
soit sur des procédures purement scientifiques, soit sur une utilisation courante et saine dans les
aliments avant 1958 sans avoir engendré aucun effet néfaste (Lemke et al., 2022).

8.3. Absorption, métabolisation et biodisponibilité

Le groupe biochimique le plus important chez les végétaux et le plus abondant dans les extraits
de plantes médicinales en particulier est celui des composés phénoliques dont la présence dans
les aliments permet non seulement la préservation de ceux-ci pour de longue durée
de conservation ; mais leur offre aussi des propriétés bioactives intéressantes leurs permettant de
promouvoir la sant¢ du consommateurs grace a leurs effets préventifs voir méme thérapeutiques
contre diverses pathologies tels que le cancer, les maladies cardiovasculaires, 1’obésité et les
troubles neurodégénératifs (Sik et al., 2022).

En nutrition préventive il est essentiel de connaitre le comportement et le devenir des composés
phénoliques dans ’organisme aprés ingestion, ce qui permettrait de mettre [’accent sur leurs
effets potentiels dans le bien-étre du consommateur.

8.3.1. Absorption intestinale

Initialement, au niveau de I’estomac le pH acide (pH de 1) permet la libération de la majorité des
composés phénoliques de leurs matrices alimentaires et entraine I’hydrolyse de certains d’entre
eux (Camara et al., 2020). Arrivées dans I’intestin gréle les aglycones tels que les flavanols sont
absorbés par diffusion passive, tandis que la majorité des polyphénols se présentant sous formes
de glycosides ou de molécules plus complexes (esters ou polymeres) doivent d’abord étre
hydrolysés par des enzymes intestinales ou par le microbiote intestinale avant leur absorption
(Bié et al., 2023), parmi lesquelles la lactase phloridzine hydrolase de la bordure en brosse
intestinale qui est une glucosidase capable de catalyser I'hydrolyse des glucosides en libérant des
aglycone qui seront alors absorbés par simple diffusion (Achat, 2013).

Les composés phénoliques non absorbés dans I’intestin grélent rejoignent le colon. A ce niveau
ils subissent une dégradation par la microflore colique ce qui permettrait une simplification de
leur structure (Mosele et al., 2015 ; Shahidi & Peng, 2018), et a leur tour les polyphénols vont
exercer un effet prébiotique en modulant 1’équilibre du microbiote intestinale par 1’inhibition du
développement des bactéries pathogeénes telles que Escherichia coli et Clostridium.Sp tout en
favorisant la croissance des especes bactériennes bénéfiques a la santé humaines dont notamment
Lactiplantibacillus et Bifidobacterium (Lippolis et al., 2023), contribuant ainsi a I’amélioration
de la production de certains vitamines indispensables dont la vitamines B et K (Ramakrishna,
2013 ; Shahidi & Peng, 2018), d’acides gras a courtes chaines et des acides aminés a chaines
ramifi¢es (Lippolis et al., 2023)(Figure 7).

8.3.2. Métabolisation

Apres leur absorption, les polyphénols sont conjugués dans les entérocytes et les hépatocytes. Ils
sont soumis & trois types de réactions a savoir la glucuronidation, la méthylation et la
sulfatation, il en résulte des composés plus hydrophiles ce qui facilite leur élimination urinaire
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(Crozier et al., 2010 ; Bié et al., 2023). Une fraction des composés phénoliques conjugués peut
aussi €tre sécrétés du foie dans la bile et revenir dans l'intestin gréle pour déconjugaison ou
passage dans le colon ou ils seront métabolisés par la flore intestinale ou excrétés dans la matiere
fécale (Donovan et al., 2001) (figure 7).
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Figure7. Métabolisation des composés phénoliques et effets sur le microbiote intestinale et la
santé du consommateur (Lippolis et al., 2023).

8.3.3. Biodisponibilité et bioaccessibilité :

Les activités biologiques des composés phénoliques sont étroitement liées a leur métabolisme et
leur absorption intestinale (bioaccessibilité), ainsi qu’au taux de ces composés disponibles a étre
utilisés par 1’organisme (biodisponibilité) (Lippolis et al., 2023).

La bio-accessibilité est définie comme €tant la quantité d’un nutriment ou d’un composé ingéré
disponible a étre absorbée dans l'intestin apres digestion. Elle dépond de la quantité des composés
phénoliques relachés par la matrice alimentaire au cours du passage dans le systeme digestif, de
leur stabilité digestive et de l'efficacité de I’absorption intestinale (Hedren et al., 2002 ; Bié
et al.,, 2023). La structure du composé phénolique et les interactions établies avec d’autres
macromolécules de la matrice alimentaire sont autant de facteurs pouvant influencer aussi cette
bioaccessibilité (Lippolis et al., 2023).
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La biodisponibilité & son tour correspond a la fraction d’un composé phénolique pouvant
atteindre la circulation sanguine aprés avoir été absorbée et métabolisée, pour étre transportée
vers les organes cibles au sein des quelles la molécule peut agir (Porrini et Riso, 2008).
Toutefois, tout au long du systéme gastro-intestinal le taux des composés phénoliques absorbés
est trés faible et n’excéde guere une proportion de 10% de la matrice alimentaire, en raison de
leur sensibilité¢ aux changements du pH lors du passage de la phase gastrique (pH 1 a 4) a la
phase intestinale (pH 6 a 7.5) ; il en résulte souvent malgré la forte bio-accessibilité une faible
biodisponibilité métabolique de ces composés bioactifs (Camara et al., 2020).

8.4. Considérations relatives aux coiits

D’un point de vue économique, les conservateurs synthétiques restent bon marché (Barberis
et al., 2018) par rapports aux composés bioactifs naturels des plantes vu le colt d’extraction
¢levé qui constitue un obstacle de taille limitant leur utilisation a large échelle dans le secteur
agroindustriel. En effet, plusieurs facteurs interviennent dans 1’élévation du cofit de production
des conservateurs naturels, tels que la composition diversifiée de la matrice végétale et les
structures variables des composés phénoliques qui rend difficile d’établir un protocole standard
permettant d’extraire tous les composés bioactifs ciblés et implique 1'usage de volumes
importants de solvants notamment lors de la mise en ceuvre de méthode d’extraction
conventionnelles (telles que la macération, la percolation et 1'extraction Soxhlet) nécessitant aussi
des temps d'extraction longs, et dans certains cas des températures élevées ce qui peut méme
provoquer une dégradation partielle des polyphénols (Ofosu et al., 2020). En outre, 1’extraction
de ces métabolites est conditionnée par un approvisionnement constant en matiere végétale qui
dépond de plusieurs facteurs dont le changement des conditions climatiques et I’emplacement
géographique qui sont des facteurs déterminant de la qualité et la quantité des substances
bioactives naturelles a produire ; ce qui nécessiterais des dépenses encore supplémentaires
(Amara, 2017).

Toutefois, pour remédier a cette situation et amortir les couts de production d’additifs naturels
des plantes médicinales, la mise en ceuvre de nouvelles techniques d’extraction semble
nécessaire. Ces techniques telles I'extraction assistée par micro-ondes et enzymes, l'extraction par
champ ¢lectrique pulsé, 1'extraction assistée par ultrasons et micro-ondes, 1'extraction simultanée
par ultrasons et micro-ondes, 1'extraction par fluide supercritique et sous pression sont plus
efficaces que les méthodes conventionnelles et présentent comme avantage principal d’avoir des
colits opérationnels et énergétiques plus faibles nécessitant des volumes de solvants réduits et
des temps d’extraction plus courts (Ameer et al., 2017; Asofiei et al., 2019 ; Ofosu et al., 2020)

Par ailleurs, malgré les couts de production élevés comparativement aux additifs synthétiques,
les additifs naturels des extraits de plantes présentent en plus de leurs aptitudes a améliorer
la conservation des aliments comme autres avantages des effets trés bénéfiques a la santé
permettant de guérir ou prévenir plusieurs pathologies graves dont le cancer ainsi que les
maladies cérébrales et cardiovasculaires (Carocho et al., 2014). Leur usage en industrie
alimentaire visant a produire des aliments fonctionnels semble étre trés rentable étant donné
qu’ils sont moins onéreux et nécessitent un temps de production plus court par rapport a la
fabrication d’un médicament. Ainsi, de nos jours, plusieurs entreprises de renommeées
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mondialement telles « Nestlé» et « Danone» consacrent une partie importante de leur
investissement de sorte que les produits laitiers occupent une place de choix sur tous le marché
des aliments fonctionnels (Siré et al., 2008 ; Caleja et al., 2017).

9. Autres applications des extraits et huiles essentielles de Mentha piperita L.
9.1. Maitrise des infections des fruits et dérivés

Le traitement post-récolte des fruits par les extraits et/ou huiles de Mentha piperita L., associé au
chitosane s’est révélé capable d’inhiber significativement l'infection par Aspergillus niger,
Penicillium expansum, Botrytis cinerea et Rhizopus stolonifer (Guerra et al., 2015),
responsables respectivement de la moisissure noire, de la moisissure bleue, de la moisissure grise
et de la pourriture molle sur les tomates (Romanazzi et Feliziani, 2014), ainsi que le
développement mycélien de diverses especes de Colletotrichum (C. fructicola, C. asianum, C.
dianesei, C. karstii et C. tropicale) reconnues comme étant potentiellement responsables de
I'anthracnose de la mangue (De Oliveira et al., 2017). La capacité des extraits et des huiles
essentielles de Mentha piperita a inhiber les champignons responsables de la contamination
des fruits a été également démontré avec succes par (Riahi et al., 2013).

Par ailleurs, I'usage de 1'huile essentielle de menthe poivrée a une concentration 2.5 pl/ml comme
agent antifongique dans une purée de mangue placée a une température de 25°C pendant 15 jours
a montré une forte activité antifongique contre la croissance d’Aspergillus parasiticus,
Aspergillus versicolor et Mucor spp. offrant au produit une qualité nutritionnelle élevée (Adjou
et al., 2017).

De plus, une réduction du nombre d' Echirichia coli, de Listeria monocytogenes et de Salmonella
enterica a été constatée apres l'application pendant une heure de I’huile essentielles de Mentha
piperita L., a différentes concentrations dans les jus d'ananas, de goyave et de noix de cajou (De
Sousa Guedes et al., 2016). Ces mémes auteurs ont fait aussi état d'une efficacité remarquable
de I'utilisation de 1'huile de cette plante pour conserver les jus de pomme et d'orange.

Une étude plus récente menée par da Cruz Almeida et al. (2019) a mis en évidence ’intérét
de l'utilisation de l'huile essentielle de menthe poivrée comme agent naturel pour prolonger la
durée de conservation des jus de mangue, de goyave, d'ananas et de noix de cajou en démontrant
ses aptitudes antimicrobiennes intéressantes a inhiber le développement de certaines levures
responsables de l'altération des produits dont notamment Pichia anomala, Candida albicans,
Saccharomyces cerevisiae et Candida tropicalis.

9.2. Conservation des viandes

Dans l'industrie de la viande, Mentha piperita s'est avérée tres efficace pour préserver la qualité
des produits. En effet, I’huile essentielle de cette plante incorporée dans le beeuf
haché stocké a 9°C a considérablement réduit la croissance bactérienne de la flore bactérienne
totale, atténué 1'oxydation des lipides et a méme amélioré remarquablement 'odeur de la viande
fraiche, méme a des températures d’entreposage relativement plus élevées (Djenane et al., 2012).

Par ailleurs, le pouvoir bio-préservateur de 1'huile de Mentha piperita L. appliquée seule ou en
combinaison avec la semi-bactériocine BacTN635 sur du beeuf haché entreposé a 4°C pour une
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durée de 21 jours a été mis en évidence par Smaoui et al. (2016) qui ont démontré que cette
combinaison réduisait notablement la peroxydation lipidique tout en atténuant le phénomeéne
d'accumulation de méthémoglobine et permettant une meilleure préservation des attributs
sensoriels par rapport a la viande non traitée, notamment en ce qui concerne la couleur, I'odeur
et I'apparence.
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Conclusion bibliographique

Le yaourt, en tant que produit laitier fermenté, se distingue par ses nombreux effets
bénéfiques sur la santé humaine. Ces bienfaits résultent principalement de sa composition
biochimique riche, incluant les vitamines, les acides gras essentiels et les peptides bioactifs.
Par ailleurs, il est connu aussi pour ses propriétés probiotiques trés bénéfiques pour la santé
garanties par la présence des deux souches spécifiques Streptococcus thermophilus et
Lactobacillus bulgaricus, dont la concentration minimale requise dans le produit fini destiné

au consommateur doit étre de 10’germes vivants par gramme.

Cependant, malgré ses atouts, le yaourt présente une carence notable en constituants bioactifs
tels que les composés phénoliques, connus pour leurs effets favorables sur la santé,
notamment leurs propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires, antimicrobiennes et
anticancéreuses. Ces composé€s sont principalement présents dans les végétaux, notamment

les plantes médicinales aromatiques.

Dans ce sens, le yaourt constitue une matrice idéale pour 1’incorporation d’extraits bioactifs
issus de plantes médicinales, telles que la menthe poivrée (Mentha piperita L.). Cette plante,
réputée pour sa richesse en flavonoides (lutéoline, hespéridine, naringénine, rutine, etc.) et en
acides phénoliques (acide rosmarinique, acide caféique, acide chlorogénique, entre autres),
offre de nombreux bienfaits pour la santé. Elle protége les cellules grace a ses antioxydants,
réduit les inflammations, combat les microbes comme les bactéries et les virus, améliore la
digestion en soulageant les ballonnements, apaise les douleurs comme les maux de téte,
protége le cerveau en stimulant la mémoire, et peut contribuer a prévenir le cancer. Ces
propriétés thérapeutiques exceptionnelles font de la menthe poivrée un ingrédient idéal pour
enrichir le yaourt, permettant ainsi de créer un produit a la fois savoureux et bénéfique pour la

santé.

L’intégration de ces composés phénoliques dans le yaourt peut permettre ainsi de combiner
les bienfaits intrinséques de ce dernier — notamment ses propriétés probiotiques et ses apports
nutritionnels — aux vertus thérapeutiques d’extrait de Mentha piperita L. Une telle association
ouvre la voie a la conception d’un nouveau produit alicament, répondant aux attentes
croissantes des consommateurs pour des aliments fonctionnels a la fois bénéfiques pour la
santé et conformes aux tendances actuelles axées sur la prévention et I’amélioration du bien-

étre.
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1. Objectifs

Les extraits phénoliques de Mentha piperita L. ont déja fait I'objet de plusieurs études portant sur
leur efficacité sur diverses especes bactériennes pathogénes et/ou susceptibles d'altérer les
aliments. Cependant, trés peu d'informations ont été fournies quant a I'effet de ces extraits sur le
développement des bactéries lactiques spécifiques aux yaourts et, a notre connaissance, aucune
étude portant sur une éventuelle influence de ces extraits sur le profil lipidique des yaourts n'a été
réalisée a ce jour.

La présente étude contribue a une meilleure compréhension des effets des extraits phénoliques de
Mentha piperita L. sur les propriétés fonctionnelles du yaourt en termes d’activité antioxydante,
de contenu en acides gras essentiels au cours du stockage au froid positif ainsi que la viabilité des
bactéries probiotiques spécifiques au yaourt et la préservation des qualités physicochimiques et
organoleptiques du produit au cours des deux périodes de fermentation et de post-acidification.

L'utilisation d'extraits bioactifs de Mentha piperita L. comme adjuvants dans le yaourt souleve
plusieurs hypothéses de recherche dont:

- Les extraits de menthe poivrée agiraient-ils sur la croissance des bactéries spécifiques du
yaourt? Dans l'affirmative, comment cette inhibition se manifesterait-elle (effet bactéricide ou
bactériostatique) et a quelle concentration de 'extrait ?

- Les caractéristiques physico-chimiques et organoleptiques du yaourt seraient-elles influencées
par l'ajout de ces extraits, et si tel est le cas, cela serait-il plutét en faveur ou en défaveur de la
qualité générale du yaourt ?

- La supplémentation du yaourt avec un extrait phénolique de menthe poivrée aurait-il pour effet
d'améliorer, de limiter ou de ne pas avoir d'effet sur les propriétés antioxydantes du yaourt ?

- Quel pourrait étre I'impact de cette supplémentation en extrait de menthe poivrée sur le profil
lipidique du yaourt ?

A cet effet , la présente étude a été entreprise pour évaluer la composition en composés
phénoliques, la capacité antioxydantes, ainsi que l’effet sur le développement des bactéries
spécifiques au yaourt d’extraits phénoliques de Mentha piperita L. récoltée a Ouargla, au sud est
de I’Algérie, en vue de développer un nouveau produit laitier fermenté (type yaourt étuvé)
alicament par I’incorporation des dits extraits et de contrdler la stabilit¢ de sa qualité, son
potentiel antioxydant ainsi que la variation de sa composition en acides gras pendant 21 jours de
stockage au froid positif a 6°C.

La réalisation se ce travail de recherche a suivit les étapes suivantes :

1- Extraction des composés phénoliques de Mentha piperita L. récoltée a Ouargla par usage
de trois solvants a polarité croissante dont : Ethanol aqueux, Méthanol aqueux et Eau.

2- Caractérisation phytochimique des principaux composés phytochimiques bioactifs des trois
extraits obtenus et dosage des principaux groupes de composés phénoliques présents.
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3- Caractérisation par LC-MS/MS du profil en composés phénoliques des extraits de Mentha
piperita L.

4- Evaluation de I’activité antioxydante des extraits de menthe poivrée.

5- Détermination de I’influence antibactérienne des extraits phénoliques de menthe poivrée
sur le développement des deux bactéries starters du yaourt (Streptococcus thermophilus et
Lactobacillus bulgaricus) en vue d’une optimisation de leurs utilisations dans la
formulation d’un yaourt étuvé.

6- Intégration d'extraits de menthe poivrée dans la formulation d'un lait fermenté de type
yaourt étuvé et observation de la stabilité de ses propriétés physico-chimiques,
microbiologiques et organoleptiques pendant 4 heures de fermentation et 21 jours de post-
acidification.

7- Suivi de I’évolution de D’activité antioxydante (par des tests de piégeage des radicaux
DPPH, ABTS et TBARS) des yaourts supplémentés ou non d’extraits de menthe poivrée au
cours de la période de stockage a 6°C.

8- Evaluation par analyse GC-FID de la composition en acides gras de la fraction lipidique des
yaourts expérimentaux sans et additionnés d’extrait de menthe poivrée au cours de la
période de stockage.

2. Intéréts de I’étude

Le yaourt constitue un apport considérable en macro et micronutriments essentiels a
I’alimentation humaine. Il est aussi une source importante de peptides bioactifs générés lors du
processus de fermentation par les deux especes bactériennes Streptococcus thermophilus et
Lactobacillus bulgaricus.

Cependant, il reste carencé en termes d’antioxydants. Il est donc, comme tous les produits
laitiers, vulnérable a I'oxydation de la fraction lipidique, ce qui se traduit généralement par des
odeurs ainsi que des saveurs déplaisantes et une détérioration rapide de ces propriétés
nutritionnelles limitant sa durée de conservation (Ferreira & Santos, 2023). Cela fait de
l'enrichissement de ce produit par des ingrédients naturels, tels que les extraits phénoliques de
plantes, un choix judicieux permettant d’une part de compenser le déficit de ce type de lait
fermenté en composés antioxydants a effets bénéfiques pour la santé humaine et de satisfaire en
d’autre part les exigences des industriels en préservant davantage la stabilité¢ de la qualité du
produit au cours de son stockage au froid.

Compte tenu de sa teneur élevée en composés phénoliques capables de promouvoir la santé du
consommateur, l'utilisation d’extraits de Mentha piperita L., comme additifs naturels en
remplacement aux antioxydants synthétiques dans le procédé de fabrication des yaourts peut
constituer une approche novatrice dans 1'industrie laitiere pouvant contribuer au lancement de
nouveaux produits alimentaires a la fois siirs et fonctionnels.
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3. Matériel
3.1. Matiére végétale

La plante Mentha piperita L. objet de 1'é¢tude, a été cultivée a titre d’essai expérimental sous
palmeraies dans la région de Hassi Ben Abdallah, sise dans la Daira de Sidi Khouiled, située a 26
km du chef-lieu de la wilaya de Ouargla, au sud-est d'Algérie, avec une altitude de 156m, une
latitude de 32°52' Nord et une longitude de 5°24' Est.

La plante récoltée au début du mois d’octobre de I’année 2018 a été tout d’abord identifiée avant
son utilisation expérimentale par des spécialistes dans le domaine des sciences botaniques
relevant du département d’agronomie, universit¢ Abdelhamid Ibn Badis, Mostaganem, Algérie.

3.2. Souches bactériennes

Les deux souches de référence de bactéries lactiques spécifiques du yaourt dont Streptococcus
thermophilus (ATCC 19258) et Lactobacillus delbrueckii sub sp bulgaricus (ATCC 11842),
ayant servi a la fabrication des laits fermentés expérimentaux ont été fournies a titre de don par la
société SACCO, Italie.

3.3. Milieux de culture et produits chimiques

Les milieux de culture M17, MRS et Mueller-Hinton (MH) utilisés dans cette étude
expérimentale ont ¢ét¢ fournis par le laboratoire Conda (Madrid, Espagne), tandis que tous les
autres produits chimiques ont ét¢ achetés de chez Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

4. Méthodes
4.1. Extraction des composés phénoliques
4.1.1. Préparation des échantillons

Un prélévement d’1.5 kg d’échantillons de la partie aérienne de Mentha pipérita L. effectué dans
la zone de collecte a Ouargla a été étalé sur papier journal et laissé sécher a 1’air ambiant, a 1'abri
de la lumiere et d’humidité, a température ambiante (Roux & Catier, 2007) pendant 15 jours. La
plante une fois séchée a été ensuite broyée a 1’aide d’un broyeur électrique a lame. La poudre de
Mentha piperita L. ainsi obtenue a été stockée dans des bocaux stériles, soigneusement fermés et
placés dans un endroit obscur et a sec jusqu’a utilisations ultérieures.

4.1.2. Extraction

L'extraction des composés bioactifs contenus dans la plante Mentha pipérita.L a été réalisée par
macération a température ambiante, selon la méthode décrite par Sultana et al. (2009). Trois
solvants a polarité croissante a savoir I’éthanol aqueux (80/20, éthanol/eau, v/v),le méthanol
aqueux (80/20, méthanol/eau, v/v) et ’eau, ont été utilisés séparément a raison de 100 ml de
solvant pour 10 g de poudre de Mentha piperita L. de telle sorte a avoir une proportion
solide/solvant de 1:10. L’extraction a été laissée se poursuivre pendant 6 heures sous agitation
magnétique (agitateur VLP scientifica, Italy), a température ambiante et a 1’obscurité afin d’éviter
tout phénoméne d’oxydation. Les macérats ainsi obtenus ont été d’abord filtré sur un papier filtre
Wattman N°1 ayant une porosité de 11 um, puis soumis a une évaporation a 45°C sous pression
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réduite dans un évaporateur rotatif (Buchi R-210 Rotavapor System). Le but de cette dernic¢re
étape était d’éliminer les solvants utilisés pour I’extraction (Figure 9. Il est a noter que tout au
long du processus d'extraction, I'exposition a la lumicre a été évitée. Enfin, les trois extraits ont
été conservés au froid et a I'obscurité.

(a) : Extraction solide-liquide (b) : Filtration sous vide (c) : Evaporation sous vide

Figure 9. Procéd¢é d’extraction des composés phénolique de Mentha piperita L. par usage de 3
solvants (Sultana et al., 2009).

4.1.3. Calcul du rendement d’extraction

Le rendement d’extraction en composés phénoliques de Mentha piperita.L correspond au rapport
entre la masse du résidu obtenu aprés 1’évaporation totale au rotavapeur de 1’extrait et celle de la
poudre végétale initialement manipulée selon I'équation suivante :

My
Rendement % = — X100
m,
mi : Masse du résidu obtenu apres évaporation ;

mo : Masse initiale de la poudre végétale.

4.2. Screening phytochimique des extraits de Mentha piperita L.

Le Screening phytochimique a pour objectif de mettre en évidence des groupes de familles
chimiques présents dans une plante donnée. Il s’agit de l'analyse qualitative qui permet la
caractérisation des principaux groupes chimiques et dont le principe consiste a la formation soit
de complexes insolubles résultant de réactions de précipitation, soit de complexes colorés, issus
de réactions de coloration (Badiaga, 2011). Dans la présente ¢étude, afin de déterminer la
présence de certains métabolites secondaires a intéréts biologiques dans les partie aériennes de
Mentha piperita.L, les extraits hydro-méthanoliques , hydro-éthanoliques et aqueux ont été
soumis a des tests de révélation réalisés selon des méthodes standards et qui ont concerné : les
polyphénols totaux, les alcaloides, les flavonoides, les tannins, les anthocyanes, les leuco
anthocyanes, les coumarines, les stéroides, les triterpenes, les quinones, les saponosides et les
sucres réducteurs. Les résultats qualitatifs obtenus sont classés en :
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o Réaction franchement positive (+++) : Présence confirmée ;
o Réaction positive (++) : présence modérée ;

o Réaction moyennement (+) : présence en tant que trace ;

o Réaction négative(-) : absence.

4.2.1. Polyphénols

La présence de substances phénoliques a été déterminée par le test du chlorure ferrique. Une prise
de 50 mg d'extrait lyophilisé a été dissoute dans 5 ml d'eau distillée. Le virage a la couleur noire
bleutée aprés 1’ajout de quelques gouttes de chlorure ferrique a 5% indique la présence de
polyphénols (Khursheed & Jain, 2021).

4.2.2. Alcaloides

La détermination des alcaloides dans le matériel végétal nécessite la réalisation de trois tests au
minimum afin d’éviter des réactions faussement positives. En effet, la caractérisation des
alcaloides totaux présents dans la partie aérienne de la Mentha piperita.L a été effectuée par la
réalisation des tests de: Dragondroff, Bouchardat, et de Mayer & Wanger; donnant
respectivement en présence d’alcaloides des précipités rouge orangé, brun rougeatre et blanc
creme. La composition de ces réactifs est décrite en (Annexes 1).

Le principe de ces trois tests repose sur la capacité des alcaloides a se combiner avec les métaux
lourds ou avec I’iode. En pratique, des prises de 3ml d’extrait ont ét¢ introduites séparément dans
quatre tubes a essai et additionnés de 1 ml d’acide sulfurique (H2SOasconcentré). 2 gouttes de
réactif de Dragendorff sont ensuite ajoutées dans le premier tube, 2 gouttes de réactif de
Bouchardat dans le deuxiéme, et 2 gouttes de réactif de Mayer & Wanger dans le troisiéme tube.
Le quatrieme tube auquel aucun réactif n’a été¢ introduit a été servi comme témoin. La présence
des alcaloides a ét¢ mise en évidence par l'apparition de précipité rouge orangé avec le réactif de
Dragendorff et brun rougeatre avec le test de Bouchardat et blanc créme avec le réactif de Mayer
& Wanger (Saidi ; 2019).

4.2.3. Flavonoides

Les flavonoides sont des composés phénoliques ou aromatiques responsables de la pigmentation
jaune et orange des fleurs, fruits et parfois des feuilles sénescentes (Kallo et al., 2018). Pour leur
mise en évidence, une prise de 2 ml d’extrait a ét¢ additionnée de 0.5 ml d'acide chlorhydrique
concentré et de 2 a 3 copeaux de magnésium. Le développement d’une coloration rose/rouge
apres 3 minutes indique la présence de flavonoides (Benouchenne et al.,2021).

4.2.4. Tanins

Les tanins sont déterminés par le test au chlorure ferrique. Un volume d’1 ml d’extrait a été
introduit dans un tube a essai, puis additionné de quelques gouttes d’une solution méthanolique
de Fecl3 dilué a 1%. L’apparition d’une coloration bleue-verte indique la présence des tanins
catéchiques (tanins condensés) ; alors qu’une coloration bleue foncée révele la présence des
tanins galliques (tanins hydrolysables) (Cavé, 1993 ; Benouchenne et al., 2021).
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4.2.5. Anthocyanes et leucoanthocyanes

Les anthocyanes constituent une classe de flavonoides. Ce sont des composés pour lesquels un

large répertoire de couleurs dans la gamme rouge bleu est disponible résultant de leur

complexation avec d'autres polyphénols et ions métalliques. Ils conférent a de nombreuses fleurs,

fruits et certaines feuilles des colorations rouge et violette

» Anthocyanes : pour leur détection au sein des extraits de Mentha piperita.lL; 2 ml d'extrait
ont été additionnés de 5 ml d'acide sulfurique concentré et 5 ml d'hydroxyde d'ammonium.
Une coloration rose/rouge ou bleue indique la présence d'anthocyanes (Cavé, 1993 ;
Benouchenne et al., 2021).

» Leucoanthocyanes: a 5 ml d’extrait, 5 ml d’alcool isoamylique ont été ajoutés. L’apparition
d’une couche supérieure rouge indique la présence de leucoanthocyanes (Godghate et al.,
2012).

4.2.6. Coumarines

Iml d’extrait ont été prélevé dans un tube a essai et additionné de quelques gouttes d'eau distillée.
Ensuite, le tube a été¢ recouvert de papier imbibé d'hydroxyde de sodium (10%) puis chauffé
jusqu'a ébullition. Une fluorescence jaunatre observée sous lampe UV révele la présence de
coumarines (Cavé, 1993 ; Benouchenne et al., 2021).

4.2.7. Stérols et triterpénes

La mise en évidence des stérols et terpenes a été effectuée par le test de Liebermann-Burchard. 5
ml d’anhydride acétique ont été soigneusement mélangés avec 5 ml d’extrait, puis 1 ml d’acide
sulfurique (H2SO4) concentrée ont été ajoutés sur le coté du tube. La présence de stérols a été
déterminée par I’apparition a la zone de contact des deux liquides d’un anneau rouge. Tandis
qu’une coloration verdatre dans la couche de séparation, indique la présence des triterpénes
(Saidi, 2019).

4.2.8. Quinones

Les quinones sont des composés organiques dont certains sont des pigments rouge, jaune, orange,
et violet rencontrés chez les végétaux. Pour leur mise en évidence, une prise de 200 mg d’extrait
de Mentha piperita L. a été dissoute dans de I’eau distillée (10 ml). La solution a été ensuite
filtrée, puis le filtrat a été soumis a une double extraction au benzéne (2 X 5ml). Un volume de 10
ml d’extrait benzénique est enfin additionné de 5 ml de solution aqueuse d’ammoniaque
(NH4OH) diluée a 20 %. Apres agitation, le mélange est laissé décanter. L’apparition d’une
coloration rouge violacée ou rouge orangé de la phase ammoniacale indique la présence des
quinones (Bruneton, 1999 ; Dohou et al., 2003 ; Alilou et al., 2014).

4.2.9. Saponines (Test de mousse) :

Une prise de 2 ml d'extrait a été introduite dans un tube a essai puis additionnée de 3 ml d'eau
distillée. Ensuite, le tube a été agité vigoureusement pendant 5 minutes puis laissé au repos
pendant 10 minutes. La formation d'une mousse stable & une hauteur de 1 a 2 cm indique la
présence de saponines (Saidi, 2019). L'évaluation de la présence de saponines est effectuée en
fonction de la hauteur de la mousse formée de la fagon suivante :
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- Absence de mousse = test négatif.

- Hauteur de mousse moins de 1 cm = test faiblement positif.
- Hauteur de mousse 1-2 cm = test positif.

- Hauteur de mousse plus de 2 cm = test trés positif.

4.2.10. Sucres réducteurs

Iml d’eau distillée a été additionné de 1ml d'extrait dans un tube a essai contenant 20 gouttes de
solution de Fehling et chauffer le mélange jusqu'a ébullition. La formation d’un précipité rouge
brique indique la présence de sucres réducteurs (Cavé, 1993 ; Benouchenne et al., 2021)

4.3. Dosage de certains composés bioactifs
4.3.1. Composés phénolique totaux

20 ul d’extrait hydro-éthanolique de Mentha piperita.L. a ét¢ mélangée avec 100 pl du réactif du
Folin-Ciocalteu 10 fois dilué et 80 pl d’une solution de carbonate de sodium (7.5%, P/v). Le
mélangé a été incubé a 1’obscurité et a température ambiante pendant 90 min. L’absorbance a été
mesurée a une longueur d’onde de 765 nm a I’aide d’un spectrophotométre Janway 7205
(Saffidine et al., 2015). La teneur en composés phénoliques totaux exprimée en mg équivalent
d’acide gallique par ml d’extrait (mg EAG/ml) , en mg équivalent d’acide gallique par g d’extrait
lyophilis¢ (mg EAG/g EL) et en mg équivalent d’acide gallique par 100 mg de poudre de menthe
poivrée (mg EAG/100g PMP) a été déduite par I'équation linéaire (y = 0.008 x +0.011; R? = 0.998)
d’une courbe standard réalisée avec de 1’acide gallique comme étalon et dans les mémes
conditions de dosage que 1’échantillon expérimental analysé.

4.3.2. Flavonoides totaux

A 500 pl d’extrait a analyser, 500 pl de chlorure d'aluminium préparé a 2% dans du méthanol a
¢été additionnée. Apreés 10 min d’incubation a 1’obscurité et a température ambiante la lecture de
I’absorbance a été réalisée au spectrophotométre (Janway 7205) réglé a une longueur d’onde de
430 nm (Djenidi et al., 2020).Une courbe standard a été réalisée dans les mémes conditions avec
de la quercétine et son équation linéaire (y = 0.041x + 0.007 ; R? = 0.999) a été utilisée pour
déterminer la teneur en Flavonoides totaux. Les résultats ont été exprimés en mg équivalents
quercétine par ml d’extrait (mg EQ/ml), en mg équivalents quercétine par g d’extrait lyophilisé
(mg EQ/g EL ) et/ou par mg équivalents quercétine par 100g de poudre de menthe poivrée (mg
EQ/100g PMP),.

4.3.3. Tanins condensés

Pour réaliser le dosage des tanins, un volume 100 pl de réactif de vanilline préparé par des
volumes égaux d’ HCI (8%), de méthanol (37%) et de vanilline a 4% de méthanol (m/v) a été
ajouté a 20 pl d'extrait a analyser, puis agité et incubé a 30 °C pendant 20 min a I'obscurité.
L'absorbance a été ensuite mesuré a 500 nm au spectrophotométre UV (Janway 7205) contre un
blanc composé d’lml de méthanol (37%) et Iml d’HCI (8%) (Mahmoudi et al., 2013).
L'équation linéaire (y = 0.001x + 0.013 ; R?> = 0.994) d’une courbe standard établie a la catéchine
a ét¢ employée pour déduire le contenu de l'extrait de Mentha piperita L. en tanins condensés,
exprimé en mg équivalents catéchine par ml d’extrait (mg EC/ml), en mg équivalents catéchine
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par g d’extrait lyophilisé (mg EC/g EL ) et/ou par mg équivalents catéchine par 100g de poudre
de Menthe poivrée (mg EC/100g PMP).

4.4. Détermination du profil en composés phénoliques par chromatographie liquide couplée
a la spectrométrie de masse (LC-MS/MS)

Le profil chimique des composés phénoliques contenus dans les extraits de Mentha piperita L. a
été criblé par la LC-MS/MS selon la méthode de Yilmaz (2020). L’analyse quantitative et
qualitative de 56 substances phytochimiques d’empreinte a été effectuée par usage d’un systéme
LC-MS/MS composé¢ d'un chromatographe liquide a ultra-haute performance (UHPLC) de
modele Shimadzu-Nexera couplé a un spectrometre de masse en tandem. L'UHPLC en phase
inverse était doté d'un échantillonneur automatique modele SIL-30AC, d'un four a colonne
modele CTO-10ASvp, de pompes binaires modele LC-30AD et d'un dégazeur modéle DGU-
20A3R. L’analyse chromatographique a été réalisée dans des conditions optimisées. A cet effet,
différentes colonnes; modele RP-C18 Inertsil ODS-4 (100mmx2, 1mm, 2pm) et model Agilent
Poroshell 120 EC-C18 (150mmx2.1mm, 2. 7um), différentes phases mobiles (B) telle que
I’acétonitrile et le méthanol, différents additifs de phase mobile telles que 1'acide acétique, l'acide
formique, le formiate d'ammonium, I'acétate d'ammonium, ainsi que différentes températures de
colonne ( 25 °C, 30 °C, 35 °C et 40 °C) ont été essayées jusqu'a ce que les conditions optimales
soient atteintes. Par conséquent, la séparation chromatographique a été réalisée sur une colonne
analytique en phase inverse Agilent Poroshell 120 EC-C18 modele (150mmx2,1 mm, 2,7 pm) a
une température réglée a 40 °C. Le gradient d'¢lution était composé de 1'éluant A (eaut0,1 %
d'acide formique + 5SmM formate d'ammonium) et de I'éluant B (méthanol + 0,1 % d'acide
formique + SmM formate d'ammonium ). Le gradient d’élution suivant a été utilisé : 20-100 % B
(0-25 min), 100 % B (25-35 min), 20 % B (35-45 min). Le solvant (5 pL) a ét¢ injecté avec un
débit de 0.5 ml/min.

Un spectrométre de masse en tandem modele Shimadzu LCMS-8040 équipé d'une source
d'ionisation ¢€lectro-spray (ESI) fonctionnant en mode d'ionisation négative et positive a été
ensuite utilisé pour la détection des principaux composés bioactifs séparés. L’acquisition et le
traitement des données LC-ESI-MS/MS ont été effectués par le logiciel Lab Solutions
(Shimadzu). Les substances phytochimiques ont été quantifiées par usage d’un systtme MRM
(multiple réaction monitoring) optimisé pour la détection sélective et la quantification des
composés phytochimiques basée sur le criblage des précurseurs phytochimiques spécifiques aux
transitions des fragments ioniques. En vue d’obtenir une meilleure fragmentation phytochimique
et une transmission maximale des ions produits, une optimisation des énergies de collision (CE) a
¢été adoptées.

Les conditions de spectrométrie de masse appliquées ont été les suivantes: flux de gaz de séchage
(N2) de 15 IU/min; flux de gaz de nébulisation (N2) de 3 1/min; température DL de 250°C;
température du bloc thermique de 400°C et température d'interface de 350°C. L’analyse par LC-
Ms/Ms a ¢été réalisée par usage de 56 étalons authentiques dont 53 sont des composés
phénoliques naturels (20 acides-phénols, 14 aglycones flavonoides, 1 b-flavonoide, 13 glycosides
flavonoides, 3 aldéhydes phénoliques, 1 glucoside stilbénoide et 1 benzopyrone) et les 3
composés phénoliques restants (la quercétine D3, la rutine D3 et l'acide férulique D3) marqués
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aux isotopes ont été utilisés comme des standards internes (IS) pour la quantification des
aglycones flavonoides, des glycosides flavonoides et des composés non flavonoides,
respectivement.

4.5. Activité antioxydante des extraits de Mentha piperita L.

Pour mesurer I’activité antioxydante, des gammes de concentrations (300- 250-200-150-100-50
pug/ml) de chaque extrait lyophilis¢é de menthe poivrée ainsi que de quercétine et d’acide
ascorbique; utilisés comme références ont été d’abord réalisées.

4.5.1. Piégeage des radicaux DPPH

L’activité de piégeage du radical DPPH des extraits de Mentha piperita L. et des références
(quercétine et acide ascorbique) a été mesurée selon la méthode de Brand-Williams et al.
(1995) ; citée et modifiée par Djenidi et al. (2020). A 100ul de chaque concentration
(d’extrait ou de standard) 2.5ml de solution méthanolique de DPPH (0.04%) fraichement préparé
a été rajoutée. Apres agitation, le mélange a été laissé réagir pendant 30 min & [’obscurité et a
température ambiante. La lecture de 1’absorbance a ¢té ensuite effectuée a une longueur d’onde
de 517nm au spectrophotométre (Janway 7205). Un témoin négatif (controle) réalisé par la
substitution de 1’échantillon par du méthanol a été également testé dans les méme conditions.
L'activité antioxydante a ¢été estimée en pourcentage de piégeage du radical DPPH'; par
'équation suivante :

Abséchantillon
Abste’moin
- AbSechantiion: absorbance de 1’échantillon d’extrait ou du standard.

Activité de piégeage de DPPH(%) = (1 - ) X100

-AbSwmoin: absorbance du témoin négatif.

Les IC50 de DI’extrait et des standards exprimant la quantité d'extrait ou de standard nécessaire
pour inhiber 50% du radical DPPH dans le milieu réactionnel ont ét¢ déduites a partir du
graphique des pourcentages d’inhibition du radical DPPH en fonction des concentration des
¢chantillons analysés et exprimées en milligrammes d'extrait ou de standard par ml.

4.5.2. Activité de piégeage des radicaux ABTS*

L’activité de piégeage du radical ABTS" des extraits de la plante objet de la présente étude ainsi
que celle des références a été effectuée selon la méthode de Thaipong et al. (2006), citée et
modifiée par Almusallam et al. (2021b). Des solutions aqueuses d'ABTS (7.4 mM) et de
persulfate de potassium (2.6 mM), ont ét¢ préparées puis mélangée dans un rapport de 1:1 (v/v)
et laissées incuber pendant 16 heures a 1’obscurité et a température ambiante afin d’obtenir une
solution de radicaux cationiques (Réactif ABTS+), a partir de laquelle un volume de 1000pl a été
dilué au méthanol jusqu’a I’obtention d’une absorbance de 1.049 + 0.012 unités a une longueur
d’onde de 743nm. Des prises de 1800ul de réactif ABTS ont été ensuite additionnées a 200ul de
chaque concentration d'extrait ou de standards. Les échantillons ont été analysés apreés 2 h
d’incubation a [’obscurité et a température ambiante par mesure de [’absorbance au
spectrophotométre (Janway 7205) réglé a une longueur d’onde de & 734 nm. Un contrdle négatif
réalisé par la substitution de I'échantillon par du méthanol a été traité et analysé de la méme
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manicere que les autres échantillons. L’activité de piégeage du radical ABTS exprimée en
pourcentage d'inhibition a été calculée par 1’équation suivante :

Abséchantillon
Abste’moin

- AbSechantiion: absorbance de 1’échantillon d’extrait ou du standard.

-AbSsémoin: absorbance du témoin négatif.

Activité de piégeage d'ABTS* (%) = (1 - ) X100

Les IC50 des extraits et des standards ont ét¢ déduites a partir du graphique des pourcentages
d’inhibition du radical ABTS™ en fonction des concentrations des échantillons et exprimées en
milligrammes d'extrait ou de standard par ml.

4.6. Effets des extraits de Mentha pipérita L. sur la croissance des bactéries spécifiques du
yaourt

4.6.1. Préparation des souches :

Afin de tester I’effet des extraits de menthe sur la croissance des Streptococcus thermophilus (St)
et Lactobacillus bulgaricus (Lb) lyophilisées, les souches concernées ont été d’abord revivifiées
par culture d’une prise 0.25g de chaque bactérie dans 10 ml de bouillon nutritif. Aprés 3 heures
d’incubation a 38°C une prise de 0.1 ml de chaque tube a été¢ ensemencée dans le milieu solide
spécifique de croissance (M17 pour les St et MRS pour les Lb ) et laissée incuber pendant 24
heures a 38°C. 3 a 4 colonies jeunes de chaque culture ainsi obtenues ont été ensuite prélevées
et ensemencées a nouveau dans 10 ml de bouillon nutritif puis incubées a 38°C pendant 3 heures
pour obtenir pour chaque tube une turbidité d’au moins 0.5 McFarland, correspondante a une
absorbance de 0.08 a 0.10 a une longueur d’onde de 625 nm mesurée a l’aide d’un
spectrophotométre (Janway 7205) (Eucast ,2003). Les précultures de St et de Lb ainsi obtenues
ont été utilisées pour la réalisation des tests antibactériens.

2.6.2. Préparation des solutions d’extraits

Des concentrations a raison de 0, 20, 40, 60, 80 et 100% d’extraits de Mentha piperita.L préparés
a différentes polarités de solvant ont été réalisées a 1’eau distillée stérile et orientées pour les
tests antimicrobiens aux germes spécifiques du yaourt.

4.6.3. Méthode de contact direct

A partir de chaque préculture, des dilutions décimales isotopiques allant jusqu’a 10 ont été
réalisées. Des prises a raison de 1 ml ont été prélevées de chaque derniére dilution (10) ont été
introduites chacune dans des tubes contenant 09 ml de 1’'une des dilutions (0, 20, 40, 60, 80 et
100%) d’extrait de menthe. A partir du mélange de chaque tube, une prise de 0.1 ml a été cultivé
séparément sur les milieux gélosés (MRS ou M17) spécifiques aux bactéries étudiées, puis
incubées a 42°C pendant 24 heures (Ait Chabane et al., 2021).

4.6.4. Méthode des disques par diffusion sur milieu solide

Plusieurs disques de 6mm de diamétre confectionnés avec du papier Whatman N°3 puis
stérilisés a 120°C pendant 4 minutes ont ét¢ immergés durant 5 minutes dans des tubes
contenants séparément les différentes dilutions d’extraits de menthe poivrée et dans un puissant
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antibiotique a savoir la Gentamycine (a 1000000 UI) ayant servi comme controle positif. Des
prises de Iml de précultures (de St et Lb séparément) préparées comme décrit précédemment ont
¢été ensuite étalées en surface de plusieurs boites de Petri contenant le milieu MH gélosé. Puis de
chaque dilution d’extrait expérimental contenue dans un tube a essai 3 disques Whatman ont été
retirés et placés en surface du milieu MH gélosé ensemencé au préalable par I’une des souches
¢tudiées dans une boite de Petri. Les zones d’inhibition formées au tour des disques de chaque
dilution d’extrait ont été mesurées apres 24 heures d’incubation a 38°C (Prescott et al., 2018).

4.6.5. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI)

La CMI est la concentration la plus faible d'une substance susceptible d’inhiber visiblement la
croissance d’un microorganisme (Denis et al., 2011).Pour sa détermination des dilutions (0,20,
40,60, 80 et 100% ) réalisées au bouillon MH a partir des trois extraits de menthe poivrée ont
été réparties chacun en deux séries de tubes de 2 ml. Chaque dilution d’extrait a re¢u ensuite un
volume de 0.2 ml de I'une des pré-cultures de bactéries spécifiques du yaourt, puis homogénéisé
au vortex et incubé a 38°C pendant 24 heures. La turbidité générée par la croissance des deux
bactéries étudiées, a été mesurée au spectrophotometre réglé a 560 nm.

Les CMI ont été déterminées au spectrophotomeétre (Janway 7205 ) réglé a 560nm en mesurant
la turbidité générée par la croissance des deux bactéries étudiées (Moroh et al., 2008). Le taux
de croissance (S ) a été calculé par I'équation suivante :

df—di

S= Df-Di

x 100

Ou S est le taux (%) de survie du germe; df-di est la différence entre les densités optiques avant
et apres incubation mesurées dans les solutions d’extraits phénoliques ensemencées aux germes
spécifiques de yaourt; Df-Diest la différence entre les densités optiques avant et apres
incubation mesurées dans le t¢émoin (0%) a I’eau ensemencées aux germes spécifiques de yaourt.
La CMI correspondra donc a la premiére concentration d’extrait de Mentha piperita.L. pour
laquelle S=0.

4.6.6. Détermination des concentrations minimales bactéricides (CMB)

La CMB est la concentration d’une substance antimicrobienne qui ne permet la survit que de
0.01% d’individus aprés 24 heures d’incubation (Moroh et al., 2008). Pour la détermination de la
CMB des extraits de Mentha piperita L., des dilutions décimales allant jusqu’a 10 représentant
la survie de 0.01% des germes ont été réalisées a partir des inoculas des bactéries lactiques
¢tudiées. Les dilutions obtenues ont fait I’objet d’ensemencement en stries de 5 cm sur un milieu
MH gélosé pour obtenir deux boites témoin (I’'une pour les St et I’autre pour les Lb).De la méme
maniere, a partir des séries de tubes expérimentaux, utilisés précédemment pour la détermination
de la CMI des inoculas de St et de Lb ont été ensemencés en stries de Scm a la surface d’un
milieu MH solidifié contenu chacune dans une boite de Petri. Aprés 24 heures d’incubation a
38°C, la lecture des résultats a été effectuées en comparant les stries des cultures bactériennes
obtenus a ceux des boites t¢émoins (Okou et al., 2018). Ainsi, la CMB correspondra a la premicre
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concentration d’extrais de menthe ayant donné un nombre de colonies inférieur ou égale a celui
obtenu pour la dilution décimale 10 des solutions bactériennes.

4.7. Elaboration des yaourts aux extraits de Mentha piperita L.

Pour la fabrication des yaourts expérimentaux, du lait de vache pasteurisé semi-écrémé a 1.5% de
matiere grasse fabriqué par le groupe industriel des produits laitiers GIPLAIT relevant de la
filiale de Mostaganem a été utilisé. Le lait pasteurisé conservé a 6°C a été tout d’abord ramené a
une température de 45°C, puis réparti dans 36 pots pouvant contenir 100 ml chacun. Ensuite,
chaque extrait de menthe poivrée élaboré selon le type de polarité du solvant d’extraction utilisé
(éthanol, méthanol ou a I’eau)a ¢été ajouté chacun en triplet (dans trois pots contenant 100ml de
lait) a raison respectivement de 0, 2, 4 et 6%.Tous les pots de lait renforcé d’extraits de menthe a
différentes doses ont été ensuite inoculés a 3% d’un levain préparé avec un rapport des souches
de 2 Streptococcus thermophilus /1 Lactobacillus bulgaricus (Arioui et al., 2017).En effet, 750
ml de lait ayant servi a la préparation du ferment a été préparé a un taux de 130g/l de poudre de
lait « écrémé », puis il a été pasteurisé durant 2 minutes a 100°C et refroidi a 45°C. Ce dernier lait
a ¢été par la suite ensemencé avec 0.5 g d’une prise de la souche lactique lyophilisée pure de
Streptococcus thermophilus et avec 0.25 g de la souche pures de Lactobacillus bulgaricus. Apres
étuvage a 45°C pendant 1 heure du mélange de lait ensemencé aux germes spécifiques du yaourt,
le levain est prés a I’emploi avec un rapport de souches de 2 Streptococcus thermophilus pour 1
Lactobacillus bulgaricus (2 St/ 1 Lb, v/v). Les pots de lait enrichi ou non d’extraits de menthe a
différentes doses une fois ensemencés a 3% (3ml de levain dans 100 ml de lait expérimental) ont
été scellés puis étuvés pendant 4 heures a 45°C. Au terme de la fermentation les yaourts caillés
ont été refroidis rapidement a 6°C et entreposés dans un réfrigérateur réglé au froid positif de 6°C
pendant une durée de conservation de 21 jours.

4.8. Méthodes d’évaluation de la qualité des yaourts aux extraits de menthe poivrée
4.8.1. Analyses bactériologiques

La méthode donnée par la Fédération Internationale du Lait (IDF, 2003) a été adoptée pour le
dénombrement des bactéries lactiques spécifiques du yaourt.

Des dilutions des yaourts expérimentaux allant jusqu’a 107 ont été d’abord réalisées a 1’eau
peptonée stérile préparée a 1 g/l. Le dénombrement des germes Lactobacillus delbrueckii ssp.
Bulgaricus a été effectué aprés culture en profondeur et en en anaérobiose d’une prise de 1ml de
la derniére dilution (10°) sur milieu sélectif MRS dont le pH a été ajusté a 5.4 par addition
d'acide acétique, puis incubé a 37 °C pendant 48 a 72 heures. Quant aux germes Streptococcus
thermophilus, le dénombrement des colonies a été aussi réalis€ en masse apres culture de Iml
d’une prise de la derniére dilution (107°) sur un milieu de culture sélectif M17 incubé a 37°C
pendant 48 heures. Le dénombrement des germes est exprimé en UFC/ml (unités formant
colonies par millilitre de yaourt).

4.8.2. Critéres physicochimiques de base

Les paramétres physicochimiques de base (pH et acidité) des yaourts expérimentaux ont été
analysés selon les méthodes AOAC (2005) durant les deux périodes de fermentation et de post-
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acidification. L’acidité Dornic exprimée en degrés Dornic (°D) a été déterminée par titration avec
une solution (1/9 N) d’hydroxyde de sodium d’une prise de 10 ml de yaourt additionné de
quelques gouttes de phénolphtaléine servant d’indicateur de couleur. L’acidité a été évaluée selon

la formule suivante :

Acidité (D°) =V x 10

Un pH-metre de table (laboratoire Benjamin 140 pH-métre, Italie) étalonné avec deux solutions

acide et basique a été utilisé pour mesurer le pH des yaourts.

La viscosité cinématique (Viscosité d’Ostwald) exprimée en m’s’ a été mesurée par un dispositif
qui permet a faire circuler le fluide (le yaourt) dont on veut mesurer la viscosité a travers un tube
capillaire avec une vitesse d'écoulement suffisamment faible pour que la loi de Poiseuille soit

applicable.
La loi de Poiseuville : D = mr? x 4p
81 L
Avec :
D : Débit volumique.
7: le rayon du tube capillaire.
1 : la viscosité dynamique du liquide
Ap : Pression hydrostatique ; ¢’est la différence de pression entre
I’entrée et la sortie du tube, tel que -

Ap = pl-p2 = pgl

A . "
Tp : représente la chute de pression par unité de longueur, elle

est uniforme tout au long du tube et due a la viscosité.
L : la longueur du tube capillaire.
p : la masse volumique du liquide (kg/m?)
Lorsqu'un liquide est stationnaire, la différence de pression entre

I’e haut et le bas de la colonne est pratiquement nulle, étant donné

que la pression atmosphérique est pratiquement uniforme autour

du dispositif. Par contre, si le fluide s'écoule en régime stationnaire,

la perte de charge horizontale serait la suivante :

Ap/ L =pliq g

Avec piig est la masse volumique du liquide, g est le débit volumique, D devient alors :

D = mr4/8n pliq g . Si l'on considére que ¢ est le temps nécessaire pour qu'un volume » donné

du liquide s'écoule avec un débit D, tel que :

D= V. volume duliquide écoulé

t durée de I'écoulement

On aura donc la relation qui donnera la viscosité du liquide : n = % X pliggXt
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Sachantque: U = 7 /p , laviscosité cinématique peut étre déduite :
4

m?s?) = = x pligg xt
n =gy P49
4.8.3. Caractéristiques oxydatives des yaourts expérimentaux
4.8.3.1. Activités de piégeage des radicaux DPPH et ABTS

Afin d’évaluer l'activité antioxydante dans les yaourts expérimentaux, une étape de préparation
des échantillons (Figure 10) a été¢ plus que nécessaire. L’opération consiste a prélever au 1¢,
10°™¢et 20°™ jour de stockage a 6°C 1g d’échantillon de chaque pot de yaourt supplémenté ou
non d’extrait de menthe. Les prélévements ont été centrifugés a 9000x g (centrifugeuse SIGMA)
a une température de 4°C pendant 10 min et les surnageants ont été récupérés, ensuite et filtrés a
travers un filtre seringue (ISOLAB Laborgerate GmbH,Eschau/Germany) a membrane de 0,45
um (Lee et al., 2021). Les filtrats ont été enfin conservés a -20°C jusqu’ a leurs usages ultérieurs
pour analyses dans un délai maximal ne devront pas dépasser 15 jours. Les tests au DPPH et a
I’ABTS des yaourts expérimentaux ont été effectués, respectivement, selon les méthodes décrites
comme préalablement (Djenidi et al., 2020 ; Almusallam et al., 2021b) .

Figure 10. Préparation des échantillons de yaourt : (a) échantillon de yaourt non centrifugé ; (b)
centrifugation des échantillons; (¢) échantillon de yaourt aprés centrifugation; (d) et (e) filtration
du surnagent du yaourt ; (f) surnagent de yaourt prét a I’analyse.

4.8.3.2. Dosage des substances réactives a I’acide thiobarbiturique (sr-TBA)

L’¢évaluation de la peroxydation des lipides dans les yaourts expérimentaux a été réalisée par le
dosage du malonaldéhyde (MDA) qui est un produit secondaire résultant de la peroxydation des
lipides. Le MDA, aldéhyde particuliérement instable, est tres réactif avec 1’acide thiobarbiturique
(sr-TBA) avec le quel il forme un complexe de couleur rose et /ou jaune présentant une
absorbance maximale a une longueur d’onde de 532nm. Ainsi, la peroxydation des lipides a été
évaluée par le dosage de MDA ou substance réactives a 1’acide thiobarbiturique (sr-TBA) par
une mesure spectrophotométrique de l’intensité de la couleur qui résulte de la réaction entre
MDA et TBA en présence de TCA (acide trichlorocétiques). En pratique, des aliquotes de 2 g de
chaque échantillon de yaourt ont été introduites dans des tubes en verre maintenus sous froids en
les plagant dans de la glace pour limiter le phénomeéne d'oxydation, puis 100 pl d’acide
ascorbique préparé a (%) et 16 ml d’une solution a 5% (p/v) d’acide trichloracétique ont été
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rajoutés. Apreés homogénéisation et centrifugation (centrifugeuse SIGMA) a 8000xg pendant 15
minutes. Un volume de 2ml de surnageant a été prélevée et additionné de 2 ml d'acide
thiobarbiturique (20 mmol/l) dans un tube en verres pour étre chauffé pendant 15 minutes dans un
bain mari réglé a 100°C puis refroidi a I'eau froide jusqu’a atteindre la température ambiante. La
détermination de l'intensité de la couleur jaune a été effectuée par une lecture de l'absorbance au
moyen d'un spectrophotométre (Janway 7205) a une longueur d'onde de 532 nm contre un blanc
constitué de 2 ml d'acide thiobarbiturique et de 2 ml d'acide trichloracétique (TCA) (Genot.,
1996). L'absorbance mesurée a été¢ convertie en mg équivalent malonaldéhyde par kg de yaourt
(mgéq MDA/kg de yaourt) en faisant recours au coefficient d'extinction moléculaire du
complexe MDA-TBA: 1,56.105 M'cm™! selon 1'équation suivante :

Abs X Vycq X 72 X M. 105
1.56 X m

mg MDA/Kg =

Avec : A532 (I’absorbance a 532 nm) ; V TCA (volume du solvant d’extraction de 16 ml) ; m
(masse en g de I’échantillon analysée) ; M (masse moléculaire du malonaldéhyde de 72 g.mol™) ;
1,56 (coefficient d’extinction moléculaire du complexe TBA-MDAA la valeur de :1,56.10° M-
Lem™).

4.8.4. Analyse du profil lipidique par chromatographie phase gazeuse couplée a un
détecteur a ionisation de flamme (GC-FID)

Une extraction a froid de la matiere grasse des yaourts natures et additionnés a 4% d’extrait selon
le type de solvant d’extraction utilisé¢ (éthanol, méthanol ou a I’eau) a été d’abord réalisée
arbitrairement au 1% et 21°™ jour d’entreposage des produits expérimentaux a 6°C par un
mélange de chloroforme/méthanol a raison de (2:1, v/v) (réactif de Folch). Une prise de 100 g a
été prélevée a partir de chaque échantillon de yaourt puis additionnée de 200 ml de réactif de
Folch et une pincée de BHT (Hydroxy-Toluéne-Butyl¢). Le mélange a été homogénéisé par
agitation magnétique (agitateur VELP Scientifica) pendant 5 minutes avant d’étre placé dans un
filtre en verre fritté N°1 (porosité de 100 a 160um).Le filtrat a été additionné d’une solution
aqueuse de NaCl (0.73 %, p/v) a raison d'un volume de NaCl pour quatre volumes de filtrat.Le
mélange a été laisser se décanter dans une ampoule a décantation. Ensuite, la phase inférieure
(chloroforme + lipides) a été récupérée dans un ballon dont le poids a été préalablement défini.La
phase supérieure (méthanol + eau + lipides résiduels), restante dans 1’ampoule a été rincée par
50ml d’une solution composée de 20% d’une solution aqueuse de NaCl concentrée a 0.58% et
80% de réactif de Folch. Apres agitation, suivi d’une décantation la phase inférieur a été soutirée
pour étre mise dans le ballon contenant la phase inferieur récupérée précédemment puis le tout a
été placé dans un rotavapeur (Buchi R-210 Rotavapor System) (Folch et al., 1957 , Karacaglar
et al.,2019). Le taux de la matiére grasse totale (MGT) présente dans 100ml de yaourt a été
calculé comme suit :

MGT (%) = P2 — P1
Ou ; P2(poids du ballon contenant les lipides) et P1 (poids du ballon vide).
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Pour la préparation des esters méthyliques d'acides gras des prises de 50 mgde chaque
¢échantillon de matiére grasse de yaourt ont été prélevées, dissoutes chacune dans 5 ml d’hexane
et mélangées vigoureusement avec 5 ml d’une solution d’hydroxyde de potassium (KOH)2N
préparée dans du méthanol. Aprés observation d’une séparation claire des phases, la phase
supérieure de chaque échantillon a ¢été récupérée et orientée pour analyse par CPG
(Chromatographie Phase Gaz) (Giines et al.,2017).

La séparation des ester méthyliques d’acides gras a été réalisée ainsi par chromatographie en
phase gazeuse au moyen d’un chromatographe Perkin Elmer Clarus 500, équipé d’un détecteur a
ionisation de flamme (GC-FID) et une colonne capillaire apolaire (RTX-2330)(USA) ( 30
mx0,25 mm et 0,25 pm ID). L'hélium a été utilisé comme gaz porteur a un débit de 1 ml/min. La
température du détecteur était de 260°C et celle de l'orifice d'injection était de 250°C. La
température du four a été programmée comme suit: température initiale 70°C, maintenue pendant
2 min; chauffage a 4°C/min jusqu’a 120°C, maintenue 0 min; chauffage a 2°C/min jusqu’a
180°C, maintenue 3 minutes; chauffage 4°C/min jusqu’a 200°C, maintenue 3 minutes et enfin
chauffage a 7°C/min jusqu’a 230°C, maintenue 5,21 minutes. L’¢lution a durée un temps total de
65 minutes sur un volume d'injection de 1 pl de I’échantillon. Un mélange standard d'acides gras
(Supelco 37 Component FAME Mix, 47885-U) a été utilisé pour la détermination quantitative et
qualitative du profil en acides gras contenus dans les échantillons de yaourt. Les composants
d'acides gras ont été identifiés par comparaison de leurs temps de rétention aux normes des
standards authentiques (Supelco Company, Fatty acid Mix, Bellefonte, PA, USA). Le calcul des
pourcentages de surface des pics des composés a été effectué sur la base des données FID par un
logiciel approprié¢ (Demirtas et al., 2011).

4.8.5. Critéres organoleptiques

Les critéres organoleptique (gotlt acide, fraicheur, arriére-gott, cohésion, adhésivité, odeur et
couleur) (Annexe 6) des yaourts élaborés ont été évalués périodiquement, sur une échelle de 10
points, par un jury de dégustation constitu¢ de 10 panelistes agés de 22 a 54 ans exercant au
département des sciences agronomiques affili¢ a l'universit¢ de Mostaganem (Algérie).Les
échantillons de yaourt préparés a 0, 2, 4 et 6% d’extraits (éthanolique, méthanolique ou a 1’eau)
ont été appréciés sensoriellement par les dégustateurs au cours de la période de post
acidification : au 1°7; 7™ | 14°™ et 21°™ jour de stockage a 6°C.

4.9. Traitement statistique des données

Dans la présente étude, le logiciel utilis€é pour le traitement statistique des données
expérimentales exprimées en moyennes plus ou moins écart type standard et en somme des rangs
est le STAT BOX 6.4.Les résultats de type paramétrique réalisés en triplets ont été traités
statistiquement par une analyse de variance bi-factorielle en randomisation totale (ANOVA)
complétée par un test de comparaison des moyens deux a deux selon le test de Newman-Keuls.
Tandis que, les réponses de I’évaluation de la qualité sensorielle des yaourts conservés a 6°C
effectuée périodiquement par un jury composé de 10 panelistes ont été traitées par le test non
paramétrique de Friedman. Les effets des facteurs étudiés ont été démontrés aux deux seuils de
probabilités : a p<0.05 et a p<0.01.
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Partie 3. Résultats et Discussion

Chapitre I : Effets d’ajout d’extrait hydroéthanolique
de Mentha piperita L. sur la qualité d’un yaourt étuvé.

1. Résultats
1.1. Screening phytochimique de I’extrait hydroéthanolique

Les résultats des principales analyses phytochimiques préliminaires de I’extrait hydroéthanolique
de Mentha piperita L. (EHEMP) ainsi que le rendement d’extraction en principaux composés
bioactifs de la plante sont résumés dans le (Tableau 10). L’usage de 1’éthanol aqueux a permis
d’extraire I’essentiel des composés bioactifs de la menthe poivrée avec un rendement d'extraction
d’environ 16.16%, en moyenne. L'extrait analysé s’est avéré trés riche (+++) en phénols totaux
et moins riche (++) en flavonoides, coumarines ainsi qu’en stérols. Il renferme également des
traces (+) d'alcaloides, de tanins catéchiques, d’anthocyanes et de sucres réducteurs; alors
qu’aucune présence des tannins galliques, des triterpénes, des quinones et des saponines n’a été
constatée.

Tableau 10. Principales substances phytochimiques recensées dans l'extrait hydroéthanolique de

Mentha piperita L.
phytochimiques Tests Résultats |0 eron
Phénols FeCls +4++
Réactif de Dragendorff
Alcaloides Réactif de Bouchardat
Réactif de Mayer & Wagner +
Flavonoides Alcls ++
Tanins galliques FeCls -
Tanins catéchiques FeCls
Anthocyanes NH4OH 16.16%
Leucoanthocyanes Alcool isoamylique -
Coumarines NaOH ++
Stérols Liebermann-Burchard ++
Triterpénes Liebermann-Burchard -
Quinones NH4OH -
Saponine Mousse -
Sucres réducteurs Fehling +

+++: réaction franchement positive ; ++ : réaction positive ; + : réaction moyennement positive ; £: réaction louche ; —

:réaction négative.

1.2. Composés bioactifs de I’extrait

Les résultats du dosage des composés phénoliques totaux, flavonoides et tanins condensés sont
indiqués dans le (Tableau 11). L’extrait hydroéthanolique des parties aériennes de Mentha
piperita L. comportant majoritairement les feuilles de la plante a présenté des teneurs en
composés phénoliques totaux de I'ordre de 41.29 mg EAG/ml EHEMP. Ces valeurs ont été
évaluées a 6.26 g EAG/100 g de poudre de menthe poivrée (PMP) et a 359.61 mg EAG/g
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d’extrait lyophilisé¢ (EL).Les flavonoides totaux ont été estimés a 22.66 mg EQ/ml EHEMP, a
3.40 g EQ/100g PMP et a 219.77 mg EQ/g EL. Enfin, le contenu de I’extrait en tannins
condensés a été de 1’ordre de 0.59 mg EC/ml EHEMP, ce qui équivaut a une teneur d’environ
0.09 g EQ/100g PMP et de 4.80 mg E mg EQ/g EL.

Tableau 11. Dosage des composés phénoliques de 1’extrait hydroéthanolique de Menthe poivrée.

Composés bioactifs Echantillons Teneurs
Poudre de la plante (g EAG/100g PMP) 06.26 +£0.16
E}‘t’;‘l‘:’Sés phénoliques it liquide (mg EAG/mI EHEMP) 41.29 +0.63
Extrait lyophilis¢ (mg EAG/g EL) 359.61+0.06
Poudre de la plante (g EQ/100g PM) 03.40 =0.10
Flavonoides totaux Extrait liquide (mg EQ/ml EHEMP) 22.66 +£0.07
Extrait lyophilisé (mg EQ/g EL) 219.77+4.41
Poudre de la plante (g EC /100g PM) 00.09 = 0.01
Tannins condensés Extrait liquide (mg EC/ml EHEMP) 00.59 = 0.07
Extrait lyophilisé (mg EC/g EL) 04.80 + 0.54

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes suivies des écarts types correspondants, avec un nombre de répétitions n
égal a 03 (n = 3); PMP :poudre de Mentha piperita L. ; EHEMP : extrait hydroéthanolique de Mentha piperita L.;
EL :extrait lyophilisé; EAG: équivalent en acide gallique; EQ: équivalent en quercétine; EC: équivalent en Catéchine.

1.3. Profil en composés phénoliques de I’extrait

L’analyse LC-MS/MS a permis la détection et la quantification de 27 composés phénoliques et
non phénoliques parmi 56 standards phytochimiques utilisés (Tableau 12 ; Figures 11 et 12).

Globalement, les résultats de la présente analyse ont révélé dans I’extrait hydroéthanolique de
menthe poivrée un contenu trés important en acides phénoliques estimé a 93.35% de la totalité
des substances phytochimiques détectées. Cette fraction est constituée en quasi totalité d’acide
rosmarinique a 92.95%. En ce qui concerne les flavonoides, ils ont été relevés a seulement 6.16%
; tandis que les aldéhydes phénoliques n’ont représenté qu'une trés faible proportion (0.04%). 11
est a noter que sur la totalité des constituants identifiés 0.46% d’acides non phénoliques a été
¢galement détectée au sein de I’extrait analysé. Il a été constaté en outre que la fraction des
flavonoides était principalement composée de flavones a 76.83% ainsi que de flavanones a
18.17% et de flavonols a 4.49 et d’isoflavones a seulement 0.21% (Figure 11).

Parmi les composés phénoliques identifiés, 1’acide rosmarinique est manifestement et
majoritairement le composé phénolique le plus abondant (339.88 mg/g d’extrait sec) constituant
une portion de 86.73% de la totalit¢ des composés phénoliques identifiés dans 1’extrait sec
hydroéthanolique de Mentha piperita L., suivi de 1’acide quinique a un taux considérable de
21.026 mg/g d’extrait (5.37% des composés détectés) et de deux flavones dont le cyranoside et
le cosmosiin (11.055 vs 5.424 mg/g d’extrait sec) qui ont représenté¢ 2.822% et 1.384%
respectivement de la totalis¢ des composés identifiés, ainsi que de 1’ hespéridine de la familles
des flavanones (3.925 mg/g d’extrait sec soit l'équivalent d'environ 1% de la totalité des
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substances phytochimiques identifiées) et des acides caféique (1.629 mg/g d’extrait sec),
chlorogénique (1.498 mg/g d’extrait sec) et protocatechuique (0.918 mg/g d’extrait sec), puis
viennent les deux flavones a savoir le lutéoline et I’acacétine (0.904 vs 0.805 mg/g d’extrait sec)
et enfin la rutine (flavonol), I’acide p-coumarique (flavonol ), I’isoquercitrine (flavonoide
glycosidique ) et I’apigénine (flavone) qui sont faiblement représentés avec des concentrations
de 0.638, 0.406, 0.393 et 0.364 mg/g d’extrait sec, respectivement (Tableau 12 ; Figure 12).

Tableau 12. Profile en composés bioactifs de I’extrait hydroéthanolique de Mentha piperita L.
identifié¢ par analyse LC-MS/MS.

. . ar s LOD/LO Teneurs
Composés identifiés RT?(min) (ng /l)fQ Ug (mg/g ES )
Acides organiques Acide Fumarique 03.90 135.7/167.9  0.0091 01.819 +0.02
Acide Quinique 03.00 25.7/33.3 0.0372 21.026 + 0.78
Acide Gallique 04.40 13.2/17.0 0.0112 00.150 + 0.02
Acide Protocatéchuique  06.80 21.9/38.6 0.0350 00.918 + 0.03
) Acide Gentisique 08.30 18.5/28.2 0.0167 00.045 + 0.00
l‘)‘;‘é‘i‘fliques Acide Chlorogénique 0840 13.1/17.6  0.0213 01.498 + 0.03
Acide Caféique 12.10 7.7/9.5 0.0152 01.629 + 0.03
Acide p-Coumarique 17.80 25.9/34.9 0.0194 00.406 +0.08
Acide Salicylique 21.80 6.0/8.3 0.0158 00.103 +0.02
Acide Rosmarinique 26.60 16.2/21.2 0.0130 339.88 +£4.42
Cynaroside 23.70 12.1/16.0 0.0366 11.055 + 0.41
Cosmosiine 28.20 6.3/9.2 0.0083 05.424 + 0.05
Lutéoline 36.70 2.6/4.1 0.0313 00.904 + 0.03
Flavones .
Chrysine 40.50 1.5/2.8 0.0323 00.004 + 0.00
Acacétine 40.70 1.5/2.5 0.036 00.805 + 0.03
Apigénine 38.20 1.3/2.0 0.0178 00.364 + 0.01
Isoflavones Genistéine 36.90 3.7/53 0.0337 00.051 £ 0.00
Hespéridine 25.80 19.0/26.0 0.0335 03.925 + 0.13
Flavanones Naringénine 35.90 2.6/3.9 0.0392 00.212 + 0.01
Hespérétine 36.70 2.6/3.9 0.0392 00.248 + 0.01
Amentoflavone 39.70 2.8/5.1 0.0340 00.003 £+ 0.00
Rutine 25.60 15.7/22.7 0.0247 00.638 + 0.02
Isoquercitrine 25.60 8.7/13.5 0.0220 00.393 + 0.09
Flavonols )
Astagaline 30.40 6.6/8.2 0.0114 00.065 £ 0.00
Kaempférol 37.90 10.2/15.4 0.0212 00.061 + 0.00
l‘;‘l'l‘;éllgi‘;‘l’fes ;L‘iétgzgféihique 08.50 154222 00396  00.164 = 0.01

Les résultats sont représentés en valeurs moyennes et écarts types correspondants, avec un nombre de répétitions n=03;
RT® : Temps de rétention; LOD/LOQ (ug/L)": Limite de détection/Limite de quantification; U® (%) : pourcentage d'incertitude relative a
un niveau de confiance de 95% (k = 2) ;ES :extrait sec.
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Figure 11. Proportion en composés phytochimiques détectés par analyse LC-MS/MS dans le
contenu lyophilis¢ d’extrait hydroéthanolique de Mentha piperita L.

Acide Rosmarinique 86,73%
Acide Quinique 5,367%
Cynaroside 2,822%

Cosmosiine 1,384%
Hespéridine 1,002%
Acide Fumarique b 0,464%
Acide Caféique | 0,416%
Acide Chlorogénique | 0,382%
Acide Protocatéchuique ] 0,234%
Lutéoline | 0,231%
Acacétine | 0,205%
Rutine | 0,163%
Acide p-Coumarique ] 0,104%
Isoquercitrine ] 0,100%
Apigénine | 0,093%
Hespérétine | 0,063%
Naringénine ] 0,054%
aldéhydes Protocatéchique ] 0,042%
Acide Gallique | 0,038%
Acide Salicylique | 0,026%
Astagaline ] 0,017%
Kaempférol | 0,016%
Genistéine | 0,013%
Acide Gentisique ] 0,011%
Chrysine | 0,001%
Amentoflavone | 0,001%

50% 100%

0%
Il Taux en pourcentage par rapport a la totalité des composés détectés

Figure 12. Taux (%) des composés actifs détectés dans 1’extrait hydroéthanolique de Mentha
piperita L. par analyse LC-MS/MS.
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Par ailleurs, I’extrait de menthe poivrée s’avére contenir des teneurs non négligeables en d’autres
composés phénoliques dont 03 acides phénoliques en I’occurrence 1’acide gallique (0.15 mg/g
d’extrait sec), 1’acide salicylique (0.103 mg/g d’extrait sec) et 1’acide gentisique (0.045 mg/g
d’extrait sec); 1 flavones représenté par la chrysine (0.004 mg/g d’extrait sec); 2 flavonols dont
I’astragaline (0.065mg/g d’extrait sec) et le kaempférol (0.061 mg/g d’extrait sec); 2 flavanones
constitués d’hespérétine (0.248 mg/g d’extrait sec ) et de naringénine (0.212 mg/g d’extrait sec ) ;
1 aldéhyde protocatéchique (0.164 mg/g d’extrait sec) qui est un aldéhyde phénolique ; 1
isoflavone formé de génistéine (0.051 mg/g d’extrait sec) et enfin d’une faible teneur
d’amentoflavone qui est un biflavonoide (0 .003 mg/g d’extrait sec).

1.4. Activité antioxydante

Les résultats d’évaluation du potentiel antioxydant de I’extrait hydroéthanolique de la partie
aérienne de Mentha piperita L. ont montré des IC50 relatives au piégeage des radicaux libres
DPPH et ABTS estimées a 3.16 et 2.50 mg de lyophilisat d’extrait de menthe/ml,
respectivement. Ces valeurs restent supérieures a celles des deux standards testés (acide
ascorbique et quercétine) qui ont enregistrés des IC50 plus intéressantes correspondant
respectivement a des valeurs de 0.16 mg d’acide ascorbique/ml et 0.03 mg de quercétine/ml pour
le test au DPPH et a 1.36 mg d’acide ascorbique/ml et 1.17 mg de quercétine/ml pour le test
d’ABTS (Tableau 13 ; Figure 13).

Tableau 13. Evaluation de D’activité antioxydante de I’extrait hydroéthanolique de Mentha
piperita L., en comparaison a 1’ascorbate et a la quercétine.

. IC50 (mg/ml)
Extrait de la plante et standards
DPPH ABTS
Extrait lyophilisé (mg de lyophilisat &’ EHEMP) 03.16* £+ 0.05 02.50* £ 0.09
Acide ascorbique (mg d’acide ascorbique/ml) 00.16°+0.01 01.36°+ 0.03
Quercétine (mg de quercétine/ml) 00.03°+ 0.00 01.17°+ 0.04

Les résultats sont exprimés en moyennes, suivies des écarts types correspondants, avec un nombre de répétitions n égal a 3 (n=03) ; IC50 :
concentration d'extrait ou de standard nécessaire pour inhiber 50% des radicaux DPPH ou ABTS. Un effet hautement significatif
P < 0.01 du facteur étudié a été enregistré ; a ,b,c: groupes homogénes de comparaison des moyennes deux a deux selon le test de
Newman- Keuls.

Extrait hydroéthanolique

4 - . .
Acide ascorbique
E 3 Quercétine
SN
[=T+]
€,
o
n
S - -
—
0 T T

DPPH ABTS

Figure 13. Histogrammes des IC50 de l'extrait hydroéthanolique de Mentha piperita L., de
I’acide ascorbique et de la quercétine obtenus par les tests DPPH et ABTS.
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1.5. Activité antibactérienne
1.5.1. Test de croissance

Les résultats du test de croissance ont montré un développement des Streptococcus thermophilus
inversement proportionnel aux concentrations d’extrait hydroéthanolique de Mentha piperita.L.

Une nette régression (p<0.01) nombre des germes a été enregistrée allant de 300.10°, a 225. 10°,
a 102 .10°et a 58 .10° UFC/ml correspondant a des taux de croissance qui ont diminué de
84.27 ,4 63.20, a 28.65 et a 16.29% pour des concentrations d’extrait variables de 20, a 40 , a 60
et a 80% respectivement, par rapport au témoin (0%) a I’eau sans extrait testé ou les St ont
présenté une croissance maximale de 356. 10° UFC/ml.

Aucune prolifération de ces bactéries lactiques n’a €té, en revanche, observée dans I’extrait pure
de la plante préparé a 100%.

De la méme maniére pour les Lactobacillus bulgaricus, 1’analyse de la variance a dévoil¢ une nette
diminution (p<0.01) du nombre des germes en fonction de 1’¢lévation de la concentration de
I’extrait hydroéthanolique de la plante étudiée.

En effet, a des concentrations de 0, 20,40 ,60 , 80 et 100 %d’extrait le dénombrement des Lb a
révélé une décroissance de 300.10°, a 220.10°,a 182.10°, a 45.10°, a 33.10%t a 0 UFC/ml
correspondant a des taux de croissance qui ont diminué respectivement de 100, a 73.3 , 4 60.67, a
15,a 1l eta 0% (Tableau 14 ; Figure 14 ).

Tableau 14. Effets des différentes concentrations d’extrait hydroéthanolique de Mentha piperita
L. sur la croissance des bactéries spécifiques du yaourt.

Concentrations d’extrait hydroéthanolique

Espeé de Mentha Piperita L.
speves Paramétres Valeur de p

0% 20% 40% 60% 80% 100%

bactériennes

Nx105UFC/ml 356 300°  225° 1024 58  00°
Streptococcus <0.01
thermophilus p=0
Taux de croissance(%) 100° 84.26° 63.20° 28.65¢ 16.29¢ 00¢
. Nx10°UFC/ml 300 220  182°¢ 451 33¢ 001
Lactobacillus <0.01
bulgaricus p=

Taux de croissance(%) 100* 73.33% 60.67° 154 119 o00¢

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes avec un nombre de répétitions n= 3 ; N : nombre de colonies ; UFC : unité formant
colonie; p> 0.05: effet non significatif du facteur étudié (concentrations en extrait hydroéthanolique de Mentha piperita L.) ; P < 0.05 :
effet significatif du facteur étudié ; P : seuil de probabilité ; P < 0.01 : effet hautement significatif du facteur étudié ; a ,b,c ... etc.:
groupes homogénes de comparaison des moyennes deux a deux selon le test de Newman- Keuls.
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Figure 14. Effets des concentrations de 1’extrait hydroéthanolique de Mentha piperita L. sur la
croissance (en UFC/ml) et le taux de croissance (%) des germes spécifiques du yaourt.

1.5.2. Diamétres d’inhibition

Les diametres d’inhibition des bactéries starters du yaourt induits par les concentrations d’extrait
hydroéthanolique de Mentha piperita L. sont indiqués dans le (Tableau 15) et illustrés par la
(Figure 15).

L’apparition des zones d’inhibition ont été observées a partir de la dilution de 40% d’extrait pour
les deux bactéries étudiées a savoir Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus ; 7.5
et 7.67 mm, respectivement. Ces diameétres se sont avérés ensuite d’autant plus remarquables
(p<0.01) que I’extrait est fortement concentré.

Les diamétres les plus importants (p<0.01) ont été ainsi obtenus chez les deux germes étudiés
avec ’extrait brut (concentré¢ a 100%); 13.67 et 16.67, respectivement. Ces valeurs se sont
avérées inférieures (p<0.01) a celles de la Gentamycine qui ont exprimé vis-a-vis de ces deux
bactéries des diamétres d’inhibition de 21.67 et 33.33 mm, successivement.

Par comparaison a la gentamycine, I’extrait pur a présenté, toutefois, une activité antimicrobienne
nettement supérieure a celle des différentes concentrations d'extrait de la plante (p<0.01); avec
des taux d’inhibitions de 63.08% chez Streptococcus thermophilus contre 50% chez
Lactobacillus bulgaricus. Pratiquement a 20% d’extrait la prolifération des germes spécifiques du
yaourt n’a pas été affectée.
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Tableau 15. Effets des concentrations d’extrait hydroéthanolique de Mentha piperita L. sur
les variations des zones et des taux d’inhibition des germes spécifiques du yaourt.

Concentrations d’extrait

Bactéries hydroéthanolique de Mentha piperita L. Effet des
lactiques Paramétres concentrations
20% 40%  60%  80%  100% Genta. delextrait
2 g Diameétres 07.50¢  7.679  09.67° 13.65° 21.67°
S 3 d’inhibition 00¢ + + + + +
S & (mm) 0.29 0.58 1.15 0.57 2.08
£ s p<0.01
§~ S Taux
A e d c c b a
3 S Pinhibition(%) 00 34.61¢  35.39°  44.62° 63.08 100
£, Diamétres 07.67¢  09°.00 10.33° 16.67°  33.33°
T 8  dinhibition 00° + + + + +
.§ §° (mm) 0.55 0.50 1.15 1.52 0.57 <0 .01
S =
3 S Taux 00° 23900 27°00 31500 50°.00  100°

d’inhibition(%)

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes avec un nombre de répétitions n= 3 ; P < 0.01 effet hautement significatif du facteur
étudié (concentrations en extrait hydroéthanolique de Mentha piperita L.); Genta : Gentamycine; a ,b,c ... etc.: groupes homogénes de
comparaison des moyennes deux a deux selon le test de Newman- Keuls.

. Concentrations de ’extrait de Mentha piperita L. (%) Gentamycine

Bactéries Ao

. (Témoin
lactiques o

20% 40% 60% 80% 100% positif)

Streptococcus
thermophilus
Lactobacillus
bulgaricus

Figure 15. Zones d’inhibition entrainées par les différentes concentrations d’extrait
hydroéthanolique de Mentha piperita L. et de la Gentamycine chez les deux germes spécifiques

du yaourt.
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1.5.3. Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI)

Les résultats de mesure de la turbidité induite par la croissance des bactéries spécifiques du
yaourt sont configurés dans le (Tableau 16).

Les concentrations de 20 et 40% d’extrait de Mentha piperita L., ont laiss¢ un taux de survie
d’environ 60.87 et 58.7% des Streptococcus thermophilus dont la croissance s’est toutefois
annulée d’une maniere absolue a partir d’une concentration de 60% d’extrait de la
plante considérée ainsi comme étant la concentration minimale inhibitrice (CMI ) vis-a-vis du
germe étudié.

Concernant les Lactobacillus bulgaricus leur taux de survie enregistré en présence de 20%
d’extrait ¢était de 37.88%; alors que leur prolifération semble s’estompée a une concentration de
40% d’extrait hydroéthanolique de la menthe poivrée qui représente ainsi la CMI pour ce dernier
germe.

Tableau 16. Evaluation des CMI de I’extrait hydroéthanolique de Mentha piperita L. vis-a-vis
des bactéries starters du yaourt.

Concentrations d’extrait hydroéthanolique de Mentha piperita L. (%)

Bactéries
lactiques Mesures .
actiq Témoin (0%)  20% 40% 60% 80% 100%
di (DO) 0.01 0.09 0.36 3.36 0.36 0.40
df (DO) 0.06 0.12 0.39 0.210 0.29 0.28
Streptococcus 44 4 (DO) 0.05 0.03 0.03 -0.151 -0.07 20.12
thermophilus
DEDi DO) 005 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
S (%) 100% 60.87%  58.70% 0% 0% 0%
CMI = 60%
di (DO) 0.04 0.09 0.24 0.36 0.30 0.43
df (DO) 0.10 0.11 0.11 0.19 0.17 0.25
Lactobacillus 44 4 o) 0.06 0.02 0.12 -0.16 -0.14 0.18
Bulgaricus
Df-Di (DO)  0.06 0.06 0.06 0.06 0.06 0.06
S% 100% 37.88% 0% 0% 0% 0%
CMI = 40%

CMI: concentration Minimale Inhibitrice ; S:Taux de survie du microorganisme en%; df-di: différence de densité optique de la solution
d’extrait de Menthe ensemencée au germe étudié avant et aprés incubation a 37°C durant 24 heures; Df-Di : différence entre les densités
optiques avant et aprés incubation du témoin (0%) a leau sans extrait phénolique et ensemencé au germe étudié.

1.5.4. Concentrations Minimales Bactéricides (CMB)

La (Figure 16) représente d’une part le développement sur milieu gélosé des différentes dilutions
allant de 107!, 2 102, 2 107 et a 10™* des germes lactiques étudiées (Streptococcus thermophilus et
Lactobacillus bulgaricus) et d’autre part leur croissance aprés avoir ét¢ cultivées pendant
24heures en présence d’extrait hydroéthanolique de Mentha piperita L., a différentes
concentrations d’extrait de menthe poivrée. D’apres les résultats obtenus, 1’extrait préparé a 60%,
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représente la concentration minimale bactéricide (CMB) qui a engendré un pourcentage de survie
des Streptococcies thermophiles et des Lactobacillus bulgaricus proche de 0.01%.

Steptococcus thermophilus
0%

Figure 16. Evaluation des CMB de I’extrait hydroéthanolique de Mentha piperita L. vis-a-vis
des germes spécifiques du yaourt.

1.5.5. Types d’inhibition

Selon le rapport CMB/CMI qui est égale a 01.33 pour les Streptococcus thermophilus et 02 pour
les Lactobacillus bulgaricus 1’extrait hydroéthanolique de Mentha piperita L. s’avére exercer un
effet de type bactéricide vis-a-vis des deux germes spécifiques du yaourt (Tableau 18).

Tableau 17. Types d’inhibition de 1’extrait hydroéthanolique de Mentha piperita L. vis-a-vis des
germes spécifiques du yaourt.

Espéces bactériennes CMI CMB CMB /CMI Effet inhibiteur
Streptococcus thermophilus 60% 60% 1.33 Bactéricide
Lactobacillus bulgaricus 40% 60% 2 Bactéricide
Normes { CMB/CMI<2 (Effet bactéricide)
- CMB/CMI22(Effet bactériostatique)

1.6. Qualité du yaourt a I’extrait de menthe
1.6.1. Viabilité des bactéries starters du yaourt

L’évolution du nombre de Steptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus dans les yaourts
étuvés additionnés ou non d’extrait hydroéthanolique de Mentha piperita L. au cours des périodes
de fermentation et de post-acidification est donnée dans le (Tableau 18) et présentée aussi dans
la (Figure 17).
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Le nombre des bactéries Streptococcus thermophilus a évolué significativement (p<0.01) et d’une
maniére proportionnelle en fonction du temps avec un accroissement allant de 33 10° ; a 51 10° et
a 142 10° UFC/ml en moyenne au début, aprés 2 heures et 4 heures de fermentation
respectivement et des proliférations qui ont varié¢ de 232 10°; a 257 10° et a 266 UFC/ml en
moyenne successivement au 7™, 14°™ et 21°™ jour de réfrigération.

A la fin de la période de fermentation et durant les 21 jours de la période de post
acidification I’élévation des taux d’incorporation de 0, a 2, a 4 et a 6% de Dextrait
hydroéthanolique de Mentha piperita L., semble réduire proportionnellement et significativement
(p<0.01) ’accroissement du germe S.thermophilus dans les produits.

En effet, au terme de la fermentation, aprés 4 heures, le témoin s’est démarqué (p<0.01) avec un
nombre de germes le plus élevé de 186 10° UFC/ml ; alors que les Yaourts préparés a 2, 4 et a
6% d’extrait ont enregistré un nombre de St de 170 10°, 115 10° et 97.10° UFC/ml,
respectivement.

De méme, au cours de la période de post acidification, le nombre de ces germes a continué a
diminuer (p<0.01) en fonction des doses d’extrait ajoutées; respectivement de 320 10°, a 254
10°, 2 232 10° et a 123 10° UFC/ml au 7°™ jour, de 330 10°, a 283 10°, a 240 10°et a 176 10°
UFC/ml au 14°™ jour et de 338 10°, 2292 10°, 4 255 10° et 2182 10° UFC/ml au 21°™ jour.

Comme pour les S.thermophilus le nombre de L.bulgaricus a augmenté progressivement de
13 10° UFC/ml au début de la fermentation, a 20 10° UFC/ml en moyenne aprés 2 heures et a 87
10° UFC/ml en moyenne en fin de fermentation, pour atteindre des valeurs de 153 10°, 186 10° et
192 10° UFC/ml en moyenne, respectivement, au 7™, 14°™ et 21°™ jour de la période de post
acidification.

Les résultats du dénombrement des L.bulgaricus ont démontré des décroissances hautement
significatives (p<0.01) en fonction des doses d’extrait hydroéthanolique de Mentha piperita L.,
ajoutées dans les produits ; soit un nombre de germes qui a varié au terme de la fermentation
del20 10°, a 89 10° a 78 10° et a 59 10° UFC/ml pour le yaourt témoin et ceux préparés a 2, 4
et 6% respectivement.

Par ailleurs, durant les 21 jours de la période de post acidification, le nombre des Lb a évolué
d’une maniere hautement significative et inversement proportionnelle (p<0.01) aux proportions
croissantes de 0, a 2, a 4 et a 6% d’extrait incorporées dans les yaourts ; avec des baisses
(P<0.01) respectives variables de 196 10°, a 181, al143 et a 93 10° UFC/ml au 7°™ jour, de 245
10°, 2227 10°,a 148 10°et a 125 10° UFC/ml au 14°™ et de 248 10°, a23510°, a 152 10°et a
131 103 UFC/ml au 21°™ jour.
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Tableau 18. Evolution du nombre de Steptococcus thermophilus et de Lactobacillus
bulgaricus (N 10° UFC/ml) dans les yaourts étuvés additionnés d’extrait hydroéthanolique de
Mentha piperita L. au cours des périodes de fermentation et de post-acidification.

;g Périodes Taux d’incorporation (%) I’ EHEMP Moyennes E ICer ¢ E g;e ¢ Iiﬁfte.t
g 0% 2% 4% 6% (FI) F1xF2
Oh  033° 034f 033f 031f 33¢
. Fermentation 2h 55¢ 052° 049° 047° 51° p<0.01 p<0.01 p<0.01
§ 4h  186° 170° 115° 0974 1422
S | Moyennes (F2) 912 85b 66°¢ 584 -
§ 73 320 2544 232¢ 1238 232¢
j reidifos 14T 330 283 240° 176" 257 <001 p<0.01 p<0.01
21 338% 292¢ 2554 182f 266*
Moyennes (F2) 3292 276 242°¢ 160¢ -
Oh  014f 013° 012° 013° 13¢
Fermentation 2h  020° 022° 018° 021° 20" p<0.01 p<0.01 p<0.01
§ 4h 1207 089° 078¢ 0594 87°
E" Moyennes (F2) 512 41> 36° 314 -
S Post 73 196° 181°¢ 143 093/ 153°
N | Lcidification 14 245° 227° 1481 125! 186  p<0.01 p<0.01 p<0.01
215 248° 235° 152° 131" 192*
Moyennes (F2) 230 214" 148¢ 116¢ -

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes, avec un nombre de répétitions n=03; EHEMP : extrait hydroéthanolique de Mentha piperita L. ;
h: heures; J: jour ; N: nombre de colonies; UFC : unité formant colonie ; ml : millilitre ; F1 : facteur périodes ; F2 : facteur concentrations
d’extrait incorporées ; F1XF2 : interaction des deux facteur(périodes et concentrations d’extrait ; p< 0.01 : effet hautement significatif du facteur
étudié; S. thermophilus: Steptococcus thermophilus ; L. bulgaricus : Lactobacillus bulgaricus ; a,b,c...etc.: groupes homogénes de comparaison des
moyennes deux a deux selon le test de Newman- Keuls.
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Figure 17. Evolution du nombre (N.10° UFC/ml) des Steptococcus thermophilus (Sf) et
Lactobacillus bulgaricus (Lb) dans les yaourts enrichis d’extrait hydroéthanolique de Mentha
piperita L. au cours des périodes de fermentation et de post acidification.
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1.6.2. Qualité physicochimique

Les résultats présentés dans le (Tableau 19) et illustrés dans la (Figure 18) ont montré une nette
diminution des valeurs de pH des yaourts expérimentaux de 6.43, a 5.41, 24 4.90, a 4.64, 2 4.59 et
a 4.54, en moyenne, en fonction du temps ; du début de la fermentation jusqu’au terme de la
phase de post acidification. Durant ces deux périodes expérimentales les valeurs de pH mesurées
ont montré une évolution hautement significative (p<0.01) proportionnelle au taux d’extrait de
Mentha piperita L., ajoutés.

A la fin de la phase de fermentation, les valeurs de pH ont varié de 4.58, a 4.77, a 4.98 et a 5.27
dans les yaourts a 0, 2, 4 et 6% d’extrait de menthe poivrée, respectivement. Cette tendance est
maintenue au cours de la période de post acidification ou les valeurs de pH de ces produits ont
augmenté (p<0.01) successivement de 4.52, 4 4.56, 4 4.69 et 4 4.78 au 7°™ jour, de 4.38 2 4.55, a
4.67 et a4.76 au 14°™ jour et de 4.21, 4 4.53, 2 4.66 et 2 4.76 au 21°™ jour de conservation a
6°C.

Concernant D’acidité, les valeurs Dornic enregistrées dans les yaourts semblent suivre une
¢évolution inverse au pH. En effet, les teneurs moyennes mesurées dans I’ensemble des produits
expérimentaux ont augmenté proportionnellement de 18.33 a 76.42°D apres 4 heures de
fermentation, 4 environ 85.77°D au 21°™ jour de conservation a 6°C.

En outre, durant toute I’expérimentation, I’acidité s’est avérée aussi inversement proportionnelle
(p<0.1) avec ’augmentation de 0, a 2, a 4 et a 6% des quantités d’extrait hydroéthanolique de
Mentha piperita L., ajoutées aux yaourts. Cela s’est, remarquablement, manifesté avec des
niveaux d’acidité qui ont nettement diminué (p<0.01) dans les produits respectivement de 80,33,
a 78.33,a76.33 et a 70.67 °D en fin de fermentation au 1 jour et de 98.5, a 89.46, a 80.67 et a
74.45 °D en fin de la période de post-acidification.

La viscosité des yaourts expérimentaux a connu une évolution proportionnelle en fonction du
temps; avec des valeurs moyennes qui ont augmenté de 0.88 m?/s au démarrage de la
fermentation, a 38.22 m?/s aprés 4 heures de fermentation et & 58.08 m?/s au terme de la période
de post acidification.

Par ailleurs, pendant les deux périodes de 1’étude, il apparait nettement que la viscosité devient de
moins en moins accentuée (p<0.01) avec I’augmentation des doses d'extrait de 0, a2 2, a 4 et a 6%
incorporées dans les laits fermentés. En effet, les valeurs enregistrées dans les produits ont varié
respectivement (p<0.01) de 52.33, 4 45.75, 4 35.34 et 4 19.46 m%/s a la fin de la fermentation et
de 85.30, a 73.41, a4 47.37 et 4 26.24 m?/s a la fin d’entreposage aprés 21 jours (Tableau 19 ;
Figures 18).
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Chapitre I : Effets d’ajout d’extrait hydroéthanolique
de Mentha piperita L. sur la qualité d’un yaourt étuvé.

Tableau 19. Effet d’incorporation de 1’extrait hydroéthanolique de Mentha piperita L. a différentes
concentrations sur les variations du pH, d’acidité (°D) et de la viscosité (m*/s) d’un yaourt étuvé.

[7)
2 %3 : 0 9 . o .
£ . Taux d’incorporation (%) d’extrait de Mentha Piperita L. (FI) Effet | Effet Effet
E Périodes Moyennes Fl 2 Int.
5 0% 2% 4% 6% +ES F1xF2
-
.E Oh | 06.43°+0.01 06.44*+0.01 06.42*+0.03  06.43%+0.02 06.43*+ 0.02
=
S |2h | 0522::0.03 05.36%+0.02  05.46° 0.01 05.61%+ 0.02 05.41+ 0.02
E p<0.01 | p<0.01] p<0.01
& | 4h 04.58+0.01  4.77"+0.02 04.985+ 0.01 05.27°¢0 0.01  04.90°+ 0.01
Moyennes dgy o by ay
E £ ES (F2) 5.419+£0.01 5.52°+ 0.01 5.62°+ 0.02 05.77°+ 0.01
'% 7F | 04.524£0.01  04.56°£0.01  04.69°+ 0.02 04.78%+ 0.02 04.64°+ 0.01
2]
=
— e cd b. a b.
:‘E 14J | 04.38+0.02  04.55%£0.02 04.67°+ 0.02 04.76*+ 0.01 04.59+ 0.01 p<0.01 |p<0.01| p<0.01
‘g 21J | 04217 0.01  04.53%£0.02 04.66°+ 0.03 04.76*+ 0.02 04 .54+ 0.02
Moyennes d c b a
+ ES (F2) 04.37£0.01 04.55¢+£0.01 04.67°+£0.02 04.77°+0 0.01
g Oh | 18.33£0.01 18.34£0.03  18.33£0.03 18.33'+0.03 18.33+ 0.02
[
= e f g h b,
g 2h | 39.33°+0.02  36.00'+£0.03  32.33:+0.03 31.33+0.01 34.75+ 0.02 p<0.01 |p<0.01| p<0.01
St
& |4h | 80.33%0.01  78.33"+0.02 76.33+0.01 70.67¢+0.03 76.42°+ 0.01
2
¢ [Moyennes | 4c 0gas 0.01  44.22°+0.02 42.33:0.02  40.11% 0.02
w | ZES (FI)
ff’; E 7J | 85.339£0.03  79.55%£0.02  77.67"+0.06 71.66%+ 0.04 78.55¢+ 0.03
< g g
(=] b. d g j b
& :_§14J 90.45°+0.02  85.33:0.04 78.332+£0.04 72.331+0.03 81.61°+ 0.03 p<0.01|p<0.01| p<0.01
<9 .
<21J | 98.50°+0.03  89.46°0.01  80.67°+ 0.03  74.45+0.02 85.77*+ 0.02
Moyennes a b ¢ d
+ ES (F2) 91.43°+£0.02  84.78"+0.02 78.98+ 0.04  72.81°+0.03
E Oh | 00.89'+0.01  00.89'+0.05 00.87'+ 0.01 00.85'+ 0.03 00.88+ 0.02
=
= d f g h b
E 2h | 20.07 £0.03 15.88'£0.04 13.60%+ 0.07  08.46"+0.05 14.50" + 0.04 p<0.01 |p<0.01| p<0.01
= E 4h [5233°+£0.01 45.75°+£0.02 3534t 0.04 19.46°+0.02 38.22°+ 0.02
tg Moyennes ay by o dy
Sl E:S F2) 24.43°+0.02  20.84°+0.03  16.60°+ 0.04 9.59°+ 0.03
% % 73 | 72,06+ 0.02  59.52£0.04  41.68'+£0.03  24.17%+0.01 49.36°+ 0.02
»n 2]
; E a c g j a,
% 1478530 +0.01  73.41°£0.03  47.378£0.02 26.24'+ 0.03 58.08%+ 0.02 p<0.01 [p<0.01| p<0.01
]
‘g 21J| 80.65°+£0.02  72.329:0.03  40.31+0.03 23.04'+0.02 54.08+ 0.02
Mo;ennesi a b b d
ES(F2) 79.34°+ 0.01  68.42°+0.03  68.42"+0.03 24.48%+ 0.02

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes suivies des écarts types correspondants, avec un nombre de répétitions n=03; EHEMP : extrait
hydroéthanolique de Mentha piperita L. ; h:heures; J:jours ; F1 :facteur périodes ; F2 : facteur concentrations d’extrait incorporées ; Int. F1XF2:
interaction des deux facteurs (périodes et concentrations d’extrait ) ;p< 0.01; effet hautement significatif du facteur étudié; a,b,c...etc.: groupes
homogeénes de comparaison des moyennes deux a deux selon le test de Newman- Keuls.
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Figure 18. Evolution des paramétres physicochimiques des yaourts enrichis en extrait
hydroéthanolique de Mentha piperita L. au cours des périodes de fermentation et de post
acidification.

1.6.3. Qualité organoleptique

La perception du gout acide par les panélistes semble étre détériorée d’une manicre hautement
significative (p<0.01) a des taux d’incorporation de 4 et 6% d'extrait de menthe dans le yaourt.

Cependant, la supplémentation de I’extrait a la dose de 2% a permis de produire aux 7°™, 14°™et
21°™jours de conservation un produit nouveau de meilleure qualité (p<0.01) que le témoin au
plan de I’acidité que les dégustateurs ont trés bien apprécié; 14 vs 15, 15 vs 18 et 16.5 vs 20.5
somme des rangs, respectivement. Quant au gout de fraicheur, durant toute I’expérimentation et
comparativement au témoin, les yaourts préparés a 2 et 4% d'extrait ont présenté les meilleurs
scores (p<0.01) ; 22.5 vs 15 vs 18 somme des rangs au 1 jour, 27 vs 17 vs 18 somme des rangs
au 7°™ jour, 27 vs 16 vs 18 somme des rangs au 14°™ jour et 29 vs 13 vs 16.5 somme des rangs
au 21°™ jour. Le yaourt préparé a 6% a été classé en derniére position avec de médiocres
résultats (p<0.01) par rapport au témoin ; 34 vs 22.5 somme des rangs au 1¢ jour, 33.5 vs 27
somme des rangs au 7°™ jour, 33 vs 27 somme des rangs au 15°™ jour et 32.5 vs 29 somme des

rangs au 21°™ jour.

Les criteres organoleptiques arriere gotit, adhésivité et cohésivité semblent étre nettement affectés
par les quantités d'extrait ajoutées de sorte que plus le taux d’incorporation est élevé moins le
produit est apprécié par les panélistes pour ces trois critéres sensorielles (p<0.01); avec des
scores s’inscrivant dans I’intervalle variable de 16 a 37.5 sommes des rangs. En ce qui concerne
I'odeur, quasiment tous les produits enrichis en extrait de menthe ont été bien appréciés par les
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panélistes. Cependant, tout au long de la période de post-acidification, du 1°, au 7°™¢ | 14%™ et
21%m¢ jour de conservation, 1’essai préparé a 2% d'extrait de menthe ayant atteint des scores de
19, 18, 18 et 17 somme des rangs, respectivement, a ét¢ le mieux classé (p<0.1), suivi du yaourt
préparé a 4% d'extrait en deuxieme position (20 vs 19 vs 20 vs 20 somme des rangs), puis par le
témoin en troisiéme position (31.5 vs 30 vs 27.5 vs 31.5, somme des rangs) et enfin en derniére
position vient le lait fermenté additionné de 6% d'extrait (31.5 vs 30 vs 27.5 vs 31.5 somme des
rangs). En outre, pendant toute la période de stockage au froid positif, le yaourt additionné de 2%
d'extrait a été le mieux évalué (p<0.01) par le panel de dégustation au terme de couleur (15 a 16
somme des rangs), que le témoin (16 a 18 sommes des rangs), et les autres préparations contenant
4 et 6% d'extrait (20 a 31.5, sommes des rangs) (Tableau 20).

D’aprés la (Figure 19), comparativement au témoin, le yaourt préparé a 2% d’extrait de menthe a
enregistré les meilleures qualités sensorielles contrairement a ceux préparés a 4 et 6% qui ont été
classés en avant derniére et derniere position avec de médiocres résultats.

Tableau 20. Effet d’incorporation de I’extrait hydroéthanolique de Mentha piperita L. sur la
qualité sensorielle d’un yaourt étuvé.

Parameétres Périodes Doses d’extrait hydroéthanoliques de Mentha piperita L. incorporées Effet de
étudiés 0% 2% 4% 6% P’extrait
J1 13¢ 15.5¢ 25° 29.5° p<0.01
) J7 159 14° 27° 36° <0.01
Goutacide  y; 18° 54 28" 340 g<o 01
J21 20.5° 16.5¢ 28° 35° p<0.01
J1 22.5° 15¢ 18¢ 34 p<0.01
Gout de J7 27° 17¢ 18 33.5° p<0.01
fraicheur J14 27° 16 18° 33a p<0.01
J21 29° 13¢ 16.5° 32.5° p<0.01
J1 169 21.5¢ 29° 33.5% p<0.01
Arriére-gout  J7 17.5¢ 18.5b° 29.5° 34.5° p<0.01
J14 17.5¢ 23° 30° 35.5° p<0.01
J21 20.5¢ 24.5¢ 28%® 30.5° p<0.01
J1 16.5° 22° 27.5% 328 p<0.01
e J7 12.5¢ 20¢ 28° 37.5° p<0.01
Adhésivite 13.5° 20 30 340 p<0.01
J21 13° 21° 31% 35.5° p<0.01
J1 16.5° 23b 28 30.5° p<0.01
Cohésivité J7 16° 21.53 209%® X 33.5% p<0.01
J14 13.5° 22.5 29.5° 34 p<0.01
J21 10.5° 22.5° 30.5° 35° p<0.01
J1 29.5% 19 20° 31.5° p<0.01
Odeur J7 28% 18 19° 30° p<0.01
J14 25% 18° 20%® 27.5° p<0.01
J21 24° 17¢ 20 31.5° p<0.01
J1 16.5° 15° 18 28? p<0.01
Couleur J7 16° 15¢ 20° 30.5° p<0.01
J14 18° 15° 22° 31.5° p<0.01
J21 17.5° 16° 23° 28.5° p<0.01

Les résultats sont exprimés en sommes des rangs, avec un nombre des panélistes n=10 ; J:jours; P>0.05 effet non significatif du facteur étudié (taux
d’extrait incorporés dans le yaourt); p<0.01: effet hautement significatif du facteur étudié ;a,b,c,d,e...etc. : groupes homogénes de comparaison des moyennes
deux a deux selon le test de Fridmen
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Figure 19. Effet d’incorporation de I’extrait hydroéthanolique de Mentha piperita L. sur la
qualité organoleptique d’un yaourt étuvé au cours de 21 jours de stockage au froid positif.

1.6.4. Caractéristiques oxydatives des yaourts

Les résultats analytiques relatifs aux caractéristiques antioxydants déterminés par les tests de
DPPH, d’ABTS et du taux de peroxydation des lipides des yaourts expérimentaux sont
mentionnés dans le (Tableau 21 ; Figure 20).

En fonction du temps de conservation, les yaourts expérimentaux ont montré une perte
progressive de leurs capacités a piéger le radical DPPH ; avec des pourcentages d’inhibition
moyens de 52.29% au 1 jour vs 47.36% au 10°™ jour vs 40.71% au 20°™ jour.

Par ailleurs, durant ces périodes, l'activit¢ antioxydant au DPPH mesurée a montré des
accroissements hautement significatives (p<0.01) des pourcentages d’inhibition avec les
augmentations de 0, a 2, a 4 et a 6% d’extrait hydroéthanolique de Mentha piperita L. dans les
produits ; soit des variations respectives de 19.36, a 58.02, a 63.25 et a 68.55% au 1° jour, de
15.65, a 51.86, 4 59.58 et a 62.36% au 10°™ jour et de 9.58, a 48.96, a 49.09% et a 55.33% au
20°™ jour de réfrigération.
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Les résultats du piégeage du radical ABTS" ont révélé pendant 1’expérimentation des
augmentations significatives (p<0,01) des pourcentages d’inhibition en fonction de I’¢lévation de
0,a2,a4eta 6% du taux d'incorporation de 1'extrait hydroéthanolique de la plante étudi¢e dans
les yaourts expérimentaux ; soit des variations respectives de 17.38, a 38.52, a 51.19 et a
59.87% au 1% jour, de 15.6, a 31.34, a 43.44 et 4 45.68% au 10°™ jour et de 12.98, a 30.30, a
35.20 et a 36.05% au 20°™ jour d’entreposage. Apparemment, en fonction de la période de
conservation, du 1°" au dernier jour, ces valeurs ont tendance a décroitre de 41.74 a 28.64%.

Périodiquement, du 1%, au 10°™ et au 20°™ jour, de la période de post acidification, les niveaux
de peroxydation lipidique dans les yaourts sans et avec extrait de menthe ont tendance a
augmenter significativement (p<0.01) de 0.59, 4 0.74 et a 1.37 mg MDA/kg.

En outre, durant toute cette période expérimentale, le degré de peroxydation des lipides, est
marqué par des valeurs décroissantes (p<0.01) dans les yaourts de 0.78, a 0.62, a 0.58 et a 0.32
mg MDA/kg pour des taux d’incorporation d’extrait hydroéthanolique de Mentha piperita L.
croissants respectivement de 0, a 2, a 4 et a 6%.

Tableau 21. Evolution du potentiel antioxydant (% d’inhibition des radicaux DPPH et d’ABTS)
et du taux de peroxydation des lipides TBARS (mg MDA/kg) des yaourts étuvés enrichis en
extrait hydroéthanolique de Mentha piperita L. au cours du stockage a 6°C.

Taux d’incorporation (%) d’extrait

Périodes ((?Ve[ (])Wentha Piperita EJ Moyennes +
yennes= ES de I’Int. F1XF2) ES (F1)
0% 2% 4% 6%

J1 1936066  58.02°£0.99 63.25°£0.38 68.55+0.38  52.30°+0.56
DPPH JI0 1565032  51.86£0.65 59.68°+0.93 62.36°+0.23  47.39"+0.51

J20 09.58+0.39  48.962+0.40 49.09%£0.24 55.33°+0.50  40.74°+0.34
Moyennes = ES (F2)  14.86%+0.42  52.95+0.63 57.34"+0.52  62.08+0.34 -

J1 17.38"£0.33  38.52°£0.87 51.19°+0.05 59.87°+0.92  41.74°+0.56
ABTS JI10 15.67'+037  31.542+1.59 43.44°£0.61 45.68°+0.49  34.08"+0.77

J20 12.98+0.42  30.3020.59 35.20+1.28 36.05+0.56  28.64°+0.67
Moyennes = ES (F2)  15.349+0.32  33.45°+0.95 4 3.28"+0.71 47.20°+0.59 -

J1 0.78"£0.05  0.678+£0.01 0.58"+0.02 0.32'+£0.04  00.59°+0.03
TBARS JI0 1.11°£0.01  0.726£0.02 0.655£0.03  0.48'+0.02  00.74"+0.02

J20  1.52°+0.07 1.42°+£0.01 1.34°+£0.02 1.20°+0.08  01.37°+0.04
Moyennes = ES (F2) 01.14°+0.04  0.94"+0.01 0.86°+0.02  0.66%+0.04 -

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes suivies des écarts types correspondants, avec un nombre de répétitions
n=03 ; ES : Erreurs standards ; J: jours; F1 : facteur périodes ; F2 : facteur concentrations d’extrait incorporées ; Int.
F1XF2: interaction des deux facteurs (Périodes et Concentrations d’extrait) ; a,b,c...etc.: groupes homogénes de
comparaison des moyennes deux a deux selon le test de Newman et Keuls .
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Figure 20. Evolution de I’activité de piégeage (% d’inhibition) des radicaux DPPH et ABTS des
yaourts enrichis d’extrait hydroéthanolique de Mentha piperita L. au cours la réfrigération.
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Figure 21. Evaluation par le test de TBARS du degré de peroxydation (mg MDA/kg) des lipides
des yaourts enrichis en extrait hydroéthanolique de Mentha piperita L., au cours de 20 jours de
réfrigération.

1.6.5. Profil lipidiques des yaourts expérimentaux

Les yaourts expérimentaux ont accusé durant la conservation un contenu comparable en maticre
grasse totale (p>0.05) ; 1.82 a 1.84%.Les acides gras retrouvés majoritairement dans les produits
sont I’acide palmitique (C16:0), I’acide oléique (C18:1n9), I’acide myristique C14:0 et I’acide
stéarique (C18:0). Ces acides gras n’ont pas connu de grandes variations (p>0.5) en fonction du
temps d’entreposage et la teneur en extrait de la plante ajoutée ; 35.07 a 35.93%, 23.54 a 24.32%,
11.77 4 12.02% et 8.99 a 9.48%, respectivement. Les yaourts ont présenté aussi des teneurs non
négligeables et identiques (p>0.05) en acide pentadécanoique (C15:0) et en acide palmitoleique
(C16:1); 01.30 a 1.34% vs 2.17 a 2.26% des lipides totaux. Concernant les acides gras
indispensables, il semble que I’ajout d’extrait de Mentha piperita L. n’a pas préservé le taux en
acide linoléique (C18:2n6c¢) des yaourts qui a diminué remarquablement (p<0.05) par rapport au
témoin de 2.77 a 2.56% au 1% jour et de 2.82 a 02.67% des lipides totaux au 20°™ jour de
stockage. Au contraire, durant ces deux périodes comparativement au yaourt standard 1’addition
d’extrait de la plante a induit une nette amélioration (p<0.01) de 55.8 et de 42.2% du taux en
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acide a linolenic (C18:3n3). Au 1* jour, par rapport au contrdle, le yaourt a 1’extrait de menthe a
présenté également un meilleur profile (p<0.01) en acide cis-11,14-eicosadienoique (C20:2) et en
acide cis-11,14,17-eicosatrienoique (C20:3n3); 0.05 vs 0.06% et 0.09 vs 0.10% des lipides
totaux ; respectivement. En revanche, au 20°™ jour de stockage, ces valeurs semblent chuter
sensiblement (p<.01) de 0 a 0% et de 0.12 a 0.05% des lipides totaux. Par ailleurs, la
supplémentation en extrait de menthe a rehaussé d’une maniere hautement significative de
06.60% au 1 jour et de 21.4% au 20°™ jour le niveau en acide cis-8,11,14-eicosatrienoique
(C20:3n6). A propos des acides gras a courtes chaines les yaourts expérimentaux ont enregistré
des proportions similaires (p>0.05) en C6:0 (1.25 a 1.33% des lipides totaux), C8:0 (0.96 a
1.00% des lipides totaux), en C10:0 (2.48 a 02.5% des lipides totaux) et en C12:0 (3.26 a 3.35%
des lipides totaux). Quant a 1’acide butyrique les teneurs signalées dans les produits ont varié
(p<0.01) de 1.42 a 1.47% des lipides totaux. Comparativement au témoin la concentration en cet
acide gras recensé¢ dans le yaourt a 1’extrait de menthe a diminué (p<0.01) de 4.03% au 1* jour de
conservation et a augmenté sensiblement (p<0.01) de 9.16% au 20°™ jour. Au 1 jour, le niveau
en acide undécanoique (C11:0) est resté stable (p>0.05) dans les yaourts sans et avec I’extrait de
Mentha piperita L., (0.05% des lipides totaux, en moyenne) ; alors qu’au 20°™ jour le yaourt a
I’extrait de menthe s’est avéré contenir de fortes proportions (p<0.01) comparativement au
témoin (0.05 vs 0.04% des lipides totaux).

Globalement, pendant toute la période expérimentale I’ajout d’extrait de Mentha piperita L., n’a
pas affecter les teneurs en acides gras saturés et en acides gras polyinsaturés des yaourts qui ont
variés (p>0.05) respectivement de 68.34 3 69.21% et de 30.86 a 31.66% des lipides totaux. Aussi,
les rapports en acides gras saturés sur les acides gras insaturés (AGS/AGI) sont restés stables
(p>0.05) ; 2.15 a 2.24. Les acides gras monoinsaturés (AGMI) qui ont représenté la fraction la
plus importante parmi les acides gras insaturés n’ont pas enregistré de grandes différences
(p>0.05) quelque soit la durée de conservation et la quantité d’extrait de menthe ajoutée aux
produits; 27.33 a 28.15% des lipides totaux. Par ailleurs, les acides gras polyinsaturés ont varié¢
légeérement (p>0.05) de 3.39 a 3.52% des lipides totaux. Les lipides des yaourts sont plutot riches
en acides gras a longues chaines (90.09 a 95.99% des lipides totaux) ; alors que les acides gras a
chaines courtes et moyennes (AGCCM) sont faiblement représentés (9.42 a 9.91% des lipides
totaux). Aucune variation (p>0.05) de ces teneurs en acides gras entre les produits expérimentaux
n’a été constatée durant I’expérimentation.

Le contenu en acides gras appartenant au groupe des ®-3 semble croitre au cours de la
conservation d’une fagon hautement significative (p<0,01) dans les yaourts préparés a 1’extrait
de menthe poivrée par rapport au yaourt nature témoin; 0.63 vs 0.43% au 1° jour et 0.69 vs
0.57% des lipides totaux au 20°™ jour. Au contraire les taux en acides gras appartenant a la série
®-6 n’ont pas marqué de grands changements (p>0.05) dans les produits testés au cours de ces
deux périodes ; 2.71 vs 2.95% des lipides totaux. Enfin, le rapport de ces deux groupes d’acides
gras (0-6/ ®-3) a montré de faibles valeurs (p<0,01) dans les yaourts a ’extrait de menthe objet
de I’étude par comparaison au témoin ; 4.32 vs 6.76 au 1% jour et 4.11 vs 5.21 au 20°™ jour de
réfrigération (Tableau 22).
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Tableau 22. Profil en acides gras des yaourts expérimentaux (en % des lipides totaux).

Périodes 1¢" Jour 20°™¢ Jour Effet
Acides gras 0% EHEMP | 4o, pppmp | 0% EHEMP 4% EHEMP | Q’EHEMP
(Témoin) (Témoin)

Total des lipides (g/100g) 01.843 +0.09 01.844 + 0.06 01.822 +0.03 01.831+ 0.05 p>0.05
C4:0 01.485%+0.07 01.425%+ 0.04 01.644°+0.03 01.486°+ 0.04 P<0.01
Co:0 01.286 +0.06 01.253+ 0.04 01.329+ 0.02 01.269+ 0.03 p>0.05
C8:0 00.980 = 0.05 00.962+ 0.03 01.003+0.012 00.965+ 0.03 p>0.05
C10:0 02.556 = 0.13 02.479+ 0.08 02.576+ 0.042 02.499+ 0.07 p>0.05
C11:0 00.050% 0.00 00.049°+ 0.00 00.04°+ 0.00 00.045°+0.00 p<0.01
C12:0 03.354 + 0.17 03.256 +0.10 03.318 £ 0.06 03.328+0.09 p>0.05
C13:0 00.091°+ 0.01 00.124°+ 0.00 00.100°+ 0.00 00.092+0.00 p<0.05
C14:0 12.042 + 0.60 11.773 £0.36 11.882+0.19 11.97+ 0.32 p>0.05
C14:1 00.641 = 0.03 00.616 + 0.02 00.622 + 0.01 00.619+0.012 p>0.05
C15:0 01.321 +£0.07 01.302 + 0.04 01.304 +0.02 01.347£0.04 p>0.05
C16:0 35.249+ 01.75 35.208 £ 1.07 35.075 +0.57 35.926+ 0 .90 p>0.05
C1e6:1 02.173 +0.11 02.253 +0.07 02.266+0.037 02.187+ 0.06 p>0.05
C17:0 00.666+ 0.03 00.615%+0.02 00.632%+ (.01 00.502°+ 0.01 p<0.01
C18:0 08.994 + 0.45 09.199 +£0.28 09.140 + 0.15 09.478+0.25 p>0.05
C18:1n9 24173 £01.2 24.158 £0.73 24317+ 0.40 23.542 £0.62 p>0.05
C18:2n6 02.766*+ 0.14 02.556%+ 0.08 02.816*+ 0.05 02.666%°+ 0.07 p<0.05
C20:0 00.131°+0.01 00.1532+0.01 00.133%+ 0.00 00.138"+ 0.00 p<0.01
C18:3n3 00.338%+ 0.02 00.529°+ 0.02 00.448°+ 0.01 00.637°+0.02 p<0.01
C20:1n9 01.148°+0.06 01.118*+0.03 00.941%+ 0.02 00.986°+ 0.03 p<0.01
C20:2 00.051%+ 0.00 00.0572+ 0.00 00° 00° p<0.01
C20:3n3 00.093°+0.01 00.099°+ 0.00 00.1182+00.00 00.0529+ 0.00 p<0.01
C22 00.062°+ 0.00 00.074*+ 0.00 00.0762+ 00.00 00.075*+ 0.00 p<0.01
C20:3n6 00.149%+ 0.01 00.157%+ 0.00 00.135°+ 0.00 00.166* £ 0.00 p<0.01
C24:0 00.198°+00.01 00.6232 + 0.02 00.085%+ 0.00 00.107°+ 0.003 p<0.01
AGS 68.462+ 3.39 68.460 +2.07 68.338 +1.11 69.211 = 1.82 p>0.05
AGI 31.532+ 1.56 31.545+0.96 31.663 £ 0.51 30.855 +£0.81 p>0.05
AGS/AGI 02.171+ 0.11 02.171 +£0.07 02.158 £ 0.04 02.243 + 0.06 p>0.05
AGMI 28.140+ 1.40 28.146 £ 0.85 28.146 £ 0.46 27.334+ 0.72 p>0.05
AGPI 03.398 +£0.17 03.399 +0.10 03.517+0.06 03.521 +£0.09 p>0.05
AGCCM 09.712 + 0.48 09.426 + 0.29 09911 +0.16 09.546 + 0.21 p>0.05
AGCL 90.300+ 04.47 95.985+2.91 90.090 + 1.46 90.492 + 2.38 P>0.05
-3 00.431%+ 0.02 00.628°+ 0.02 00.566°+ 0.01 00.6892+ 0.02 p<0.01
-6 02.915+0.14 02.713 £ 0.08 02.951 +0.05 02.832 + 0.08 p>0.05
-6/ ®-3 06.764*+ 0.34 04.321°£0.13 05.214°+ 0.09 04.111°+ 0.11 p<0.01

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes et écarts types; Pour chaque groupe, le nombre de répititions est de 03 (n =03) ; EHEMP: Extrait

Hydroéthanolique de Mentha piperita L. ;

p<0.01 : effet hautement significatif du facteur étudié (Taux d’extrait de menthe incorporés dans le

yaourt); p<0.05: effet significatif du facteur étudié; p>0.05: effet non significatif du facteur étudié. Les moyennes dans la méme ligne avec
différents souscriptions sont significativement différentes au seuil de probabilité de 5% ; MGT : matiére grasse totale ;C4:0 (acide butyrique) ;
C6:0 (acide caproique) ; C8:0 (acide caprylique) ; C10:0 (acide caprique) ; C11:0 (acide undécanoique) ; C12:0 (acide laurique) ; C13 : 0 (acide
tridécanoique) ; C14:0 (acide myristique) ; C14:1 (acide myristoléique) ; C15:0 (acide pentadécanoique) ; C16:0 (acide palmitique) : C16:1 (acide
palmitoléique) ; C17:0 (acide heptadécanoique) ; C18:1n9c (acide oléique) ; C18:2n6¢ (acide linoléique) ; C20:0 (acide arachidique) ; C18:3n3 (acide
a-linolénique) ; C20 : 1n9 (acide cis-11-ecosénoique) ; C20:2 (acide cis-11,14-ecosadiénoique) ; C20:3n3 (acide cis-11,14,17-ecosatriénoique) ; C22:0
(acide béhénique) ; C20 : 3n6 (Acide cis-8,11,14-Eicosatriénoique) ; C24:0 (Acide lignocérique) ; AGS :Acides gras saturés; AGI :Acides gras
insaturés ; AGS/AGI :Rapport acides gras saturés/insaturés ; AGMI : Acide gras mono insaturé : AGPI :Acide gras poly insaturé ; AGCCM:
Acides gras a chaine courte et moyenne ; AGC L: Acides gras a chaine longues ; ®-3:0méga 3 ; ®-6:0méga 6 ; ©-6/ ®-3 : rapport Oméga 6/

Oméga3s.
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2. Discussion
2. 1. Etude phytochimique de I’extrait

En raison de I'étendue de son champ d'application, de son efficacité et de sa facilité de mise en
ceuvre, l'extraction par solvant est largement utilisée comme moyen privilégié pour obtenir les
extraits de mati¢res végétales riches en composés bioactifs. L’¢éthanol, est 'un des solvants
organiques le plus couramment utilisé pour l'extraction des principaux composés phénoliques
contenus dans les plantes médicinales. Aussi, il s’aveére que 1’éthanol aqueux plus polaire que
I’éthanol absolu permet d’avoir le plus souvent un meilleur rendement d’extraction de ces
composés secondaires (Hikmawanti et al.,, 2021 ; Lohvina et al., 2022). En effet, dans la
présente étude, la macération pendant 6 heures a 1’éthanol aqueux a 80% (80:20 ; éthanol : eau ;
v/v) de 10 g de la partie aérienne de Mentha piperita L. récolté au Sahara Algérien a donné un
rendement  d’extraction intéressant (16.16%) plus élevé que celui obtenu (13.53%) par
macération dans de 1'éthanol aqueux a 50% d’une menthe poivrée récoltée au Brésil (Fischer et
al., 2020), et (11%) réalisé sur la plante cultivée en Iran par macération dans de I'é¢thanol absolu
(Ranjbar et al., 2020). Cette différence de résultats serait probablement due a la différence de
composition des échantillons de plantes (Al-Zaben et al., 2023) influencée par la localisation
géographique et le climat (Brahmi et al., 2022). La présence de I’eau comme solution plus
polaire dans le solvant d’extraction moins polaires et également un facteur qui influence
I’efficacité de I’extraction selon les suggestions de plusieurs chercheurs qui ont rapporté que
l'utilisation solvants hydroalcooliques comme solvant d'extraction offre les meilleurs rendements
d’extraction des composés biactifs par rapport a ceux obtenus avec le méthanol absolu (Chatha
et al., 2006 ; Sultana et al., 2007).

A la lumiére des résultats obtenus il apparait clairement que 1’extrait hydroéthanolique de la
plante objet de I’étude est riche et bien pourvu en substances bioactives dont les composés
phénoliques, qui sont les composés bioactifs les plus important du régne végétal (Elansary at al.,
2020). Les coumarines et les stérols ont aussi été remarqués dans ’extrait examiné, en plus
d’autres composés comme les alcaloides, les tanins notamment catéchiques, les anthocyanes,
ainsi que les sucres réducteurs. Ces résultats sont proches de ceux mentionnés récemment par
(Igbal et al., 2022) qui ont aussi indiqué une présence des triterpénes et des saponines dans
I’extrait éthanolique de Mentha piperita L., cultivée au Pakistan. Quant aux anthocyanes leur
présence a été également démontrée dans les extraits alcooliques de menthe poivrée cultivée en
Irak (Farnad et al., 2014) et au Mexique (Robles-Martinez et al., 2020).

Selon les résultats du dosage colorimétrique, la plante étudiée a accusé une teneur appréciable en
composés phénoliques (6.26 g EAG/100g PMP) et en flavonoides (3.40 g EQ/100g PMP) ; alors
qu’elle semble contenir de trés faibles concentrations (0.09 g EC/100g PMP) en tanins
condensés. Ces valeurs restent néanmoins considérablement plus élevées comparativement a
celles obtenues dans I'extrait hydroéthanolique de la méme plante (Mentha piperita L.) récoltée
en Irak et dont le contenu en phénols totaux était de 1.99 g E AG/100g PMP et de 1.31 g E
Q/100g PMP seulement pour les flavonoides totaux (Farnad et al., 2014). Ceci témoigne de la
facult¢ des plantes médicinales et aromatiques lorsqu’elles sont cultivées dans certaines
conditions séveéres du milieu a étre les meilleures génératrices de substances bioactives. Nos
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résultats viennent confirmer les suggestions de (Brahmi et al., 2022) qui ont rapporté que la
localisation géographique et le climat sont des facteurs externes qui influencent grandement la
composition en principaux composés bioactifs des plantes, notamment celles appartenant
particulierement au genre Mentha. Le matériel végétal collecté¢ dans les différentes parties du
monde peut ainsi présenter un contenu en composés secondaires et des bio-activités différentes
liées a des facteurs abiotiques multiples tels que la nature du sol, 'altitude, la température et les
précipitations, auxquels viennent s'ajouter d'éventuels facteurs biotiques comme la diversité de la
flore végétale et microbienne du sol (Iwaniuk & Lozowicka, 2022). D’aprés Yeshi et al. (2022)
les plantes lorsqu‘elles sont confrontées a des facteurs de stress comme la salinité et les fortes
températures mettent en place un mécanisme de défense par la synthése de nouveaux métabolites
secondaires dont les composés phénoliques et leurs dérivés ou, dans la plupart des cas, par
l'augmentation de la concentration de composés phénoliques qui existaient déja. Outre leur
caractére antioxydant, ces composés phénoliques contribuent, généralement, a la transduction des
signaux permettant de déclencher divers mécanismes de défense des végétaux en cas de stress
abiotique et peuvent agir eux méme comme des matériaux toxiques contre les pathogénes et les
ravageurs (Anjali et al., 2023).

Toute fois, Ait Chabane et al. (2021), dans une étude menée chez Mentha piperita L., récoltée
entre la fin du mois de juin et le début du mois de juillet dans la méme région de 1’étude (a
Ouargla) ou notre plante a été cultivée ont mis en évidence des teneurs en phénols totaux (154 mg
EAG/g EL) et en flavonoides (49.68 mg EQ/ g EL ) nettement plus faibles que celles enregistrées
dans la présente étude ; 359.61 mg EAG et 219.77 mg EQ par grammes d’EHEMP lyophilise,
respectivement. Cette différence peut étre attribuée, sans doute, a la saison de récolte qui selon
plusieurs auteurs (Yao et al.,2016 ; Lemos al.,2017 ; Ghimire et al.,2021) peut influencer
fortement non seulement la concentration des substances pytochimiques constitutives mais aussi
les aptitudes de la plante a résister aux conditions séveres du milieu. D’aprés (Ghimire et
al.,2021), il est bien établi qu’en réponse a ’exposition a des températures et des intensités
lumineuses plus ¢élevées, notamment a la fin de 1’été qu’au début de la saison résultant des
périodes de lumiéres quotidiennes plus longues, les plantes sont capables de produire et
d’accumuler d’avantage de composés phénoliques qui leur permettent de résister aux irradiations
et aux températures ¢levées (Ghimire et al.,2021).

Par ailleurs, il est bien reconnu que le solvant d'extraction joue un réle important dans la variation
quantitative et qualitative de la composition en polyphénols totaux des extraits obtenus a partir
des plantes. A ce propos, Sultana et al. (2009) ont démontré que les mélanges éthanol/eau (80 :
20 ; éthanol : eau ; v/v) arrivent a extraire le maximum de phénols totaux des feuilles de Moringa
oleifera et d'Aloe barbadensis comparés aux teneurs obtenues par l'usage de I'éthanol absolu.
L'efficacité des solvants aqueux est liée a la présence de 1'eau favorisant la désorption des solutés
de la matrice de 1'échantillon (Mustafa et al., 2011). L'eau a également pour effet d'affaiblir les
liaisons hydrogéne établies entre les composés phénoliques et les protéines au sein de la matrice
végétale, offrant ainsi une meilleure solubilité aux composés phénoliques (Wissam et al., 2012).
Ces composés forment une classe importante de phytoconstituants possédant des propriétés
antimicrobiennes, anti-inflammatoires, anticancéreuses et antioxydantes (Mahendran &
Rahman, 2020).
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L'analyse par chromatographie liquide couplée a la spectrophotométrie de masse (LC-MS/MS)
a indiqué la présence de nombreux composés phytochimiques dans 1'extrait hydroéthanolique de
Mentha piperita L. 93.35% des métabolites identifiés sont des acides phénoliques dont ’acide
rosmarinique (339.88 mg/g d'extrait sec) a constitué¢ le composé majoritaire (92.95% des acides
phénoliques identifiés). Nos résultats concordent aux travaux de plusieurs auteurs qui ont suggéré
que les acides phénoliques représentés principalement par 1'acide rosmarinique et les dérivés de
l'acide caféique constituent plus de 60% des composés phénoliques de la menthe poivrée (Fecka
& Turek, 2007 ; Misan et al., 2011 ; Mahendran & Rahman, 2020). La prédominance de
l'acide rosmarinique par rapport aux autres constituants phénoliques de I'extrait hydroéthanolique
de Mentha piperita L. analysé par LC-MS/MS a été également rapportée dans une étude récente
menée par Kiirekci & Beyazit (2022) ayant étudi¢ la différence de composition des extraits de
Mentha piperita L., obtenue par usage de différents solvants. Ces auteurs ont, toutefois, estimé
I'acide rosmarinique a une teneur beaucoup plus inférieure a celle enregistrée dans la présente
expérimentation (10.505 mg/g d'extrait sec). Il s'agit de I'un des métabolites secondaires le plus
répondu chez les Lamiacées, notamment chez Rosmarinus oficinalis (Hitl et al., 2022). C'est un
ester de l'acide caféique auquel une multitude d'effets bénéfiques a la santé sont attribués, liés
essentiellement a son fort pouvoir antioxydant, antiseptique et anticancéreux (Marchev et al.,
2021). Ses activités neuroprotectrices et cardioprotectrices ont été bien confirmées par plusieurs
auteurs (Saberi et al., 2023). 11 agit également comme un agent anti-inflammatoire en inhibant la
lipoxygénase (enzyme qui catalyse I'oxydation des acides gras), la cyclooxygénase (enzyme qui
catalyse la fixation d'une molécule d'oxygéne aux acides gras entrainant la formation des
hydroperoxydes) et les médiateurs pro-inflammatoires (Hitl et al., 2022). Il est aussi un facteur
hépato-protecteur agissant contre la fibrose et en tant que piégeur de différentes espeéces de
radicaux réactifs, et enfin il constitue un agent immunomodulateur par stimulation du systéme
immunitaire cellulaire (Nunes et al., 2017 , Bekut et al., 2018 , Nadeem et al., 2019, Hitl al.,
2021). L'usage thérapeutique des extraits de plante contenant ce composé bioactif est fortement
recommandé par plusieurs chercheurs (Alam et al., 2016 ; Hitl et al., 2021). Il est, sans aucun
doute, dans une large mesure responsable des bienfaits a la sant¢é humaine qu'offre Mentha
piperita L.

Nos résultats ont également montré la présence d'autres acides phénoliques dans l'extrait
hydroéthanolique de la plante étudiée tels que les acides quinique, caféique, chlorogénique,
protocatéchique et p-coumarique a des taux de 21.026, 1.629, 1.498, 0.918 et 0.406 mg/g d'extrait
sec, respectivement. Un acide non phénolique a également été identifi¢ dans notre étude, a savoir
'acide fumarique (1.819 mg/g d'extrait sec). Ces valeurs sont supérieures a celles signalées par
Kiirekci & Beyazit (2022) qui ont démontré la présence des acides quinique, caféique,
chlorogénique, protocatéchique et p-coumarique a des taux de 2.243, 0.625, 0.125, 0.363 et 0.194
mg/g d'extrait sec, successivement, dans I'extrait méthanolique de menthe poivrée. Le réle que
joue l'acide chlorogénique comme protecteur des neurones primaires de la neurotoxicité¢ du
glutamate via la régulation des concentrations intracellulaires de Ca (2+) a été nettement
démontré (Mikami & Yamazawa, 2015), ainsi que son potentiel neuroprotecteur et anti-
inflammatoire dans les cellules microgliales infectées par le virus de I'herpés simplex (Guo et al.,
2015, Caruso et al., 2022).
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En outre, I'intérét de 'acide caféique a été prouvé et largement expliqué. Entre autres, ce composé
exerce des effets neuro-protecteurs en modulant la neuro-inflammation et le stress oxydatif (Basu
Mallik et al., 2016, Caruso et al., 2022). Par ailleurs, les flavonoides sont reconnus pour leur
fort pouvoir a piéger les différents types d'especes réactives a 1'oxygene (Palma-Tenango et al.,
2017 ; Benouchenne et al., 2021). Il a ét¢ démontré que la consommation des aliments riches en
flavonoides est associée a la prévention de diverses pathologies liées principalement au stress
oxydatif telles que le cancer, les maladies neurodégénératives et les maladies métaboliques
(Ferraz et al., 2020, Al-Khayri et al., 2022). La présente étude a mis en évidence leur présence
dans l'extrait analysé principalement sous forme de flavones a une proportion de 76.83% des
flavonoides détectés et représentés fortement par le cyranoside et la cosmosiine a des taux de
11.055 et 5.424 mg/g d'extrait sec, respectivement. Comparativement a nos résultats, Kiirekeci &
Beyazit (2022) ont détecté ces deux derniers composés a des taux de 8.545 et 8.489 mg/g
d'extrait méthanolique de Mentha piperita L. récoltée en Turquie.

En ce qui concerne les flavanones qui ont constitué¢ 18.17% des flavonoides totaux, notre extrait
s'est avéré riche en hespéridine (3.925 mg/g d'extrait sec), hespérétine (0.248 mg/g) et en
naringénine (0.212 mg/g). Ce dernier composé actif a été estimé par Misan et al. (2011) a 1.46
mg/g dans un extrait obtenu apres 24 heures de macération dans une solution hydroéthanolique
des parties aériennes de la méme espéce végétale cultivée a Belgrade. Ces auteurs ont également
démontré la présence de la rutine a 2.18 mg/g d'extrait sec ; alors que dans notre extrait le taux de
rutine a été évalué a seulement 0.638 mg/g d'extrait.

Il est a signaler que la littérature a recensé¢ une grande diversité qualitative et quantitative de
résultats relatifs a la composition phytochimique de Mentha piperita L., et ce en raison de
plusieurs facteurs liés a I'environnement et/ou a la plante elle-méme (état physiologique, variation
génétique et stade d'évolution au moment de la récolte) (Renoz et al., 2022). Les méthodes
d'extraction, de séchage et d'analyse ainsi que la saison de récolte ont également été incriminées
(Rohloff et al., 2005 ; Mahendran & Rahman, 2020).

Il est également important de noter que les caractéristiques polaires des solvants d'extraction
présentant des sélectivités différentes pour la méme substance phytochimique influencent
grandement la composition en principes composés bioactifs des extraits de la plante ; d'ou la
nécessité de procéder a I'extraction des composés bioactif des plantes par usage de solvants a
différentes polarités (Kiirekci & Beyazit, 2022).

2.2. Potentiel antioxydant de I’extrait

L'activité antioxydante des extraits des plantes médicinales riches en composés bioactifs est 1'une
des propriétés biologiques les plus étudiées de nos jours. Pour son évaluation, l'application de
nombreux tests serait plus informative, et méme nécessaire (Oztiirk et al., 2011, Souilah et al.,
2021). Parmi les méthodes chimiques les plus utilisées, les tests au DPPH et a 'ABTS ont été
appliqués dans le présent travail. Il est bien admis que les propriétés redox des composés
phénoliques agissant comme agents donneurs d'hydrogene et piégeurs d'oxygene singulier sont en
grande partie a 1'origine du potentiel antioxydant des composés phénoliques (Galano et al., 2016)
extraits des plantes. Une corrélation positive entre le contenu phénolique et I'activité antioxydante
a été, d’ailleurs, confirmée par de nombreux auteurs (Bousetla et al., 2015, Souilah et al., 2021).
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Dans la présente étude 1'extrait hydroéthanolique de Mentha piperita L. riche particulierement en
composés phénoliques a montré une forte capacité d'inhibition (piégeage) du radical DPPH ; avec
une IC50 de 3.16 mg de lyophilisat d'extrait de menthe par millilitre inférieure a celle de 1'acide
ascorbique (IC5 = 0.16 mg/ml) et de la quercétine (IC50= 0.03 mg/ml). Cette valeur est,
néanmoins, remarquablement plus intéressante que celle obtenue dans une autre étude menée par
Farnad et al. (2014) sur le pouvoir inhibiteur du radical DPPH de I’extrait a I’ethanol absolu de
Mentha piperita.LL cultivée en Iran et qui ont avancé une IC50 de 11.32 mg/ml. Il apparait
nettement que 1’utilisation d’une solution hydroéthanolique a (20 :80 v/v) contrairement a
1’éthanol absolu seul sans dilution lors de I’extraction permet 1’obtention d’un extrait de menthe
plus riche en composés phénoliques et dont le pouvoir antioxydant est plus important. A ce
propos, il est bien établi que les flavonoides sont des antioxydants hydrosolubles dont
I’extraction serait meilleure aux solvants aqueux (Van Tang et al., 2016 , Xu et al., 2017 ).

Dans une ¢tude antérieure, Generali¢ Mekini¢ et al. (2014) ont avancé l'existence d'une relation
positive entre les propriétés antioxydantes de D’extrait de la plante et la teneur en acide
rosmarinique jugé responsable en grande partie du potentiel antioxydant. Cette hypotheése semble
étre confirmée par nos résultats d'analyse par LC-MS/MS de l'extrait de Mentha piperita L.,
étudié qui ont révélé un taux extraordinairement élevé d'acide rosmarinique (339,88 mg/g
d’extrait sec).

Il convient de noter qu’en plus des acides phénoliques, les flavones présent a une portion de
76,83% des flavonoides totaux détectés par LC-MS/M  dont les cyranosides et les
cosmosiines connus pour leur forts pouvoirs antioxydants et ayant des effets positifs avérés sur la
santé¢ humaine (antidiabétiques, anti-cancer, an-inflammatoire) (Hanalp et al., 2022, Ceylan et
al., 2021) ont sans aucun doute contribué en partie a cette activité antioxydante accrue de 1'extrait
testé.

Par ailleurs, pour le méme extrait, le test a 1’ABTS a révélé une ICso (2.50 mg d'extrait de
menthe lyophilisée/ml) inférieure a celle obtenu par le test de DPPH (3.16 mg d'extrait de menthe
lyophilisée/ml). Ceci pourrait étre attribué a la présence dans ’extrait de substances ayant des
bandes d’absorption a la méme longueur d’onde que le radical ABTS" entrainant ainsi une
augmentation de I’absorbance (Sarr et al., 2015, Dieng et al., 2017).

En outre, bien qu’il soit admis que I’effet antioxydant des substances phytochimiques est
proportionnellement li¢ a leur quantité dans I’extrait, les effets synergiques de certains mélanges
de composés ne peuvent pas étre négligés. En effet, il a été bien démontré que les combinaisons
binaires d'acide rosmarinique, d'acide gallique, d'acide caféique, d'acide chlorogénique, de rutine
et de quercétine permettent une meilleure activité antioxydante. Par contre, aucun effet
antagoniste de certains de ces composés n'a été constaté (Hajimehdipoor et al., 2014). Ceci est
en accord avec nos résultats, qui ont montré que 1'extrait hydroéthanolique de Mentha piperita L.,
objet de I'¢tude, renferme un cocktail considérablement important de composés phénoliques, ainsi
qu'un acide non phénolique (acide fumarique) qui a récemment ét¢ mis en évidence par Zhang et
al. (2022), dans une ¢étude de l'effet de l'extrait de Ginkgo biloba sur le stress oxydatif, comme
ayant une activité synergique avec les flavones renforgant in vitro le potentiel antioxydant.
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2.3. Impact antimicrobien de I’extrait de Menthe sur les bactéries starters du yaourt

Les tests antimicrobiens réalisés dans la présente étude ont révélé que la croissance des ferments
lactiques spécifiques du yaourt varie de maniére inversement proportionnelle aux concentrations
d’extrait hydroéthanolique de Mentha piperita.LL. En effet, la prolifération de Streptococcus
thermophilus et de Lactobacillus bulgaricus semble diminuer significativement (p<0.01) (de 356
10°, 2 300 10°, 2 225 10°, 4 102 10°, 2 58 10° et a 00 10° UFC/ml) et de (de 300 10°, 4 220 10°, a
182 10°, 45 10° a 00 10°, a 00 10° UFC/ml) respectivement au fur et 4 mesure que la
concentration de l'extrait végétal augmente de 0, a 20, a 40, a 60, a 80 et a 100 %.Ces
constatations ont été confirmées par les résultats de la méthode des disques qui a dévoilé une trés
haute activité inhibitrice de 1'extrait hydroéthanolique pur non dilué de Mentha piperita L., quia
produit des diametres d'inhibition les plus €levés de 1365 et 1667 mm chez les germes lactiques
successives Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus.

L’efficacité antimicrobienne de cet extrait a 1’état pur vis-a-vis de ces deux germes a été estimée
a 63 et 50% respectivement comparativement a la Gentamycine reconnu comme étant un
antibiotique a large spectre et a fort pouvoir antimicrobien. Des taux d'inhibition moins
importants variables (p<0.01) de 0, a 34.61, a 35.39 et a 44.62% pour les S.thermophilus et de 0,
a 23, a 27 et a 31% pour les L.bulgaricus ont été également observés en fonction de la
concentration croissante de l'extrait végétal de 20, a 40, a 60 et a 80%. A ce propos, plusieurs
travaux ont rapporté la sensibilité de ces deux bactéries lactiques aux extraits hydroalcooliques
de Thymus vulgaris L. (Khelifi et al., 2018) et de Mentha piperita L., (Ait chabane al., 2021)
riches en composés phénoliques.

Par ailleurs, conformément a la norme annoncée par (Denis et al., 2011) et d’apres les rapports
CMB/CMI inférieurs a 2, I’extrait hydroéthanolique de Mentha piperita L., étudié semble exercer
un effet inhibiteur de type bactéricide vis-a-vis des deux germes Streptococcus thermophillus et
Lactobacillus bulgaricus. Nos résultats ne concordent pas a ceux de Ait chabane et al. (2021)
qui ont démontré un effet bactériostatique de 1’extrait hydroéthanolique d’une menthe poivrée
récolt¢ en juin contre le germe Lactobacillus bulgaricus. Cette différence d’activité est
certainement due a une différence quantitative et qualitative en principaux composés phénoliques
a effets antimicrobiens variables contenus dans 1’extrait et qui peut étre conditionnée par de
nombreux facteurs dont la période de récolte, la lumiere, la nature du sol, la température...etc.
(Sivakumar et al.,2018 ; TmusSi¢ et al.,2021). En effet, au plan biologique, 1'activité d'un extrait
bioactif est déterminée par sa composition chimique, ainsi que par les groupes fonctionnels de ses
principaux composés et leurs effets synergiques (Lahlou et al., 2022). D'apres les résultats
d'analyse du profil en composés phénoliques par LCMS/MS, l'extrait hydroéthanolique de
Mentha piperita L., examiné dans cette étude s'est avéré trés riche notamment en acides
phénoliques reconnus pour leurs forts pouvoirs antibactériens (Wang et al., 2019) ainsi qu'en
flavonoides comme I'hespéridine et I'hespérétine dont les propriétés antibactériennes ont été
rapportées par de nombreux auteurs dont (Choi et al., 2022). de ces composés phénoliques qui
peuvent agir soit par l'induction des 1ésions et des perturbations de la membrane cytoplasmique
entrainant la libération du contenu cytoplasmique (Weng et al., 2024), une réduction de la
syntheése protéique (Martinengo et al., 2021), génération du peroxyde d'hydrogene (Tsushima
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et al., 2000 ; Cushing et al., 2011) ; soit par inhibition de la synthése d'ADN et d’ARN (Cushnie
al., 2011) et/ou soit par inhibition du métabolisme énergétique par le biais de la désactivation de
I'ATP synthétase ou de la NADH-cytochrome ¢ réductase (Haraguch et al., 1998 ; Nazzaro et
al., 2013).

2.4. Qualité des yaourts a I’extrait de Mentha piperita L.
2.4.1. Bactéries spécifiques du yaourt

Pendant la période de fermentation, les Lactobacillus bulgaricus étaient deux fois moins
nombreux que les Streptococcus thermophilus dans les yaourts expérimentaux et c'est a partir du
début de la post-acidification que leur évolution a commencé a s'accélérer. En réalité, les
Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus vivent en symbiose dans les cultures de
départ du yaourt et sont mutuellement stimulés [’'une par I’autre (Rahman et al., 2016).La
littérature rapporte en effet qu'il existe une relation entre ces deux bactéries lactiques,
écologiquement appelée proto-coopération, basée sur 1'échange de métabolites entre les deux
microorganismes (Tamime et Death, 1980 ; Undugoda et Nilmini, 2019, Yamauchi, et al.,
2023). En effet, au cours de la fermentation, les S. thermophilus et L. bulgaricus inoculées
simultanément dans le lait se développent d’une maniére successive, de telle sorte que le départ
de la fermentation est déclenché tout d’abord par les S. thermophilus dont la croissance est
favorisée par le pH neutre du lait (Tamime et Robinson 1999 ; Courtin et al., 2002, Sieuwerts
et al., 2010 , Francoise 2017). Les S. thermophilus initient donc la fermentation lactique jusqu’a
un certain pH acide du milieu ou leur croissance est freinée en utilisant comme facteur de
croissance les acides aminés libres se trouvant dans le lait et libérés par hydrolyse des caséines
constititives par les protéases de surface (PrtB) des L. bulgaricus tout en fournissant a ces
derniers germes plus acidotolérants comme facteurs de croissance de 1’acide formique et du CO2
leurs permettant d’achever la fermentation (Pastink al., 2008 ; Driessen et al., 1982 ; Yamauchi
et al., 2018 ; Undugoda & Nilmini, 2019).

Dans la présente étude et tout au long de l'expérimentation, de la période de fermentation au
21%m¢ jour de conservation au froid positif de 6°C, I'évolution des S. thermophilus et des L.
bulgaricus était inversement proportionnelle aux doses d'extrait de menthe introduites dans le
yaourt. L'analyse de la variance a révélé un effet négatif et significatif (p < 0.01) des quantités
d'extrait phénolique de Mentha piperita L., ajoutées sur la viabilité des deux bactéries lactiques
étudiées. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par (Khelifi et al,. 2018) qui ont
constaté un ralentissement de la croissance de ces deux germes d’une maniere proportionnelle
aux doses d'extrait phénolique de Thymus vulgaris L., additionnées au yaourt étuvé. Dans le
méme contexte d’idée, Muniandy et al. (2017) ont démontré que 1’incorporation des extraits de
trois types de thé (noir vert et blanc) riches en composés bioactifs dans le yaourt réduisait
remarquablement la survie particulierement des S. thermophilus du yaourt au cours de 21 jours de
réfrigération a 6°C. Dans une étude antérieure, Kailasapathy et al. (2008) ont observé aussi que
les composés phénoliques de la baies de la passion (Ruta chalepensis) et/ou du fruit de la passion
(Passiflora edulis) additionnés a 10% (1g/10g) dans le yaourt altérent significativement (p<<0.01)
la croissance de certaines bactéries probiotiques telles que L. acidophilus.
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Apparemment, apres 4 heures de fermentation et durant toute la période (de 21 jours) de stockage
a 6°C, le nombre des S. thermophilus et des L.bulgaricus était présent dans les yaourts
expérimentaux a un seuil supérieur ou égal a 107 UFC/g, et ce méme avec une supplémentation
sévere de 6% d'extrait phénolique de menthe poivrée. Nos yaourts répondent donc largement a la
norme admise par le Comité international du Codex Alimentarius (Joint FAO/WHO, 2003), qui
recommande que le yaourt doit contenir au minimum 10’ UFC/g de St et de Lb viables.

Enfin, durant D’expérimentation, les S.thermophilus étaient tout de méme numériquement
supérieurs aux Lb. bulgaricus et ceci du début a la fin de la période de stockage au 21°™ jour de
post acidification. Cet avantage numérique des St serait li¢ a la performance de la souche elle-
méme dont sa capacité a synthétiser des nutriments azotés ; alors que lesLbsont auxotrophes pour
la plupart des acides aminés (Van De Guchte et al., 2006).

2.4.2. Qualité physicochimique

Durant les deux périodes de 1’étude, du début de la fermentation a la fin de la phase de post-
acidification, tous les yaourts expérimentaux ont montré une diminution de pH de 6,43 a 4,54
accompagnée d’une nette augmentation de 1’acidité Dornic de 18.33 4 85.77°D, en moyenne.
Ceci résulte, sans aucun doute, de I’activé fermentaire des S. thermophilus et des L. bulgaricus
dont le réle principal dans la fabrication consiste a acidifier le milieu par transformation du
lactose du lait en acide lactique conduisant a la formation d’un caillé lactique au pHi de 4.6 et
conférant au yaourt méme au cours du stockage a basse température de 6°C ou la fermentation se
poursuit par les L. bulgaricus un gout de fraicheur acide typique et trés recherché par les
consommateurs (Accolas et al, 1977 ; Zourari et al., 1992).

L’ajout de I’extrait hydroéthanolique de Menthe poivrée n’a exercé aucun effet significatif
(P>0.05) sur les valeurs de l’acidit¢ et non plus sur le pH des yaourts au départ de la
fermentation. Cependant, aprés 2 heures de fermentation jusqu’au terme de la conservation a 6°C,
au 21°™ jour, un effet hautement significatif (p<0 ,01) de I’ajout d’extrait sur les variations de pH
et d’acidité des yaourts a été observé. Ainsi, durant les deux périodes de I’étude, ’acidité a suivie
une évolution inverse a celle de pH en fonction des taux variables de (0, a 2, a 4 et a 6%)
d’extrait de menthe poivrée riche en composés phénoliques ajoutés aux yaourts; soit
respectivement des valeurs de pH qui ont augmenté (p<0.01) de 5.41 ;a5.52;a5.62eta5.77
en moyenne contre des teneurs en acidité qui ont diminué (p<0.01) de 46.00, a 44.22, a42.33 et a
40.11 °D, en moyenne durant la fermentation et des valeurs de pH qui ont évolué (p<0.01) de
4.37,a4.55,a4.67 et a 4.77 en moyenne contre des teneurs d’acidité qui ont varié¢ (p<0.01) de
91.43 ; 4 84.78 ; 78.98 et a 72.81 °D en moyenne durant toute la période de stockage de post
acidification. Nos résultats confirment ceux de plusieurs auteurs qui ont observé avec 1’¢lévation
des doses d’extrait alcoolique de Thymus vulgaris (Khelifi et al., 2018) et de Mentha piperita L.
(Al-Shawi, 2020) incorporées des réductions inversement proportionnelles de I’acidité et des
augmentations proportionnelles des valeurs de pH des yaourts. Ceci comme I’a signalé (Ait
Chabane et al., 2021) est probablement en rapport avec l'abaissement de la production de lactate
par les bactéries starters spécifiques du yaourt dont la croissance est de plus en plus freinée par
les taux d'incorporation élevées d'extrait riche davantage en composés phénoliques a effet
antibactérien.
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Le role principal des bactéries de démarrage représentées par les S. thermophilus ne semble pas
étre altéré par ’ajout d’extrait de menthe dans la fabrication du yaourt méme a de fortes doses
d’incorporation. L'acidification par fermentation lactique du lait par ces germes a donc induit un
abaissement de pH normal du lait, suivi sans doute d’une solubilisation progressive du phosphate
de calcium micellaire a I’origine d’une déminéralisation et d’une déstabilisation des micelles de
caséine, conduisant donc & une précipitation compléte de la caséine dans une plage de pH proche
de 4.6 a 4.7 et a une formation d’un caill¢ lactique plus ou moins ferme (Fox, 1989 ; Zourari et
al.,1992).

I1 est a souligner que l'acidification est une étape importante dans le processus de fabrication du
yaourt, a la fois pour la coagulation du lait et pour ses qualités gustatives, donnant au yaourt son
gout acidulé et piquant recherché (Montemurro et al., 2023). Néanmoins, une production trop
poussée d'acide lactique, susceptible de se poursuivre au cours de I'entreposage du yaourt au froid
positif, peut entrainer une acidification excessive affectant les propriétés organoleptiques du
produit (Zourari et al., 1992 ; Guimont et al., 1994). Le développement d'une forte acidité dans
le yaourt présente en outre le risque de provoquer une fuite des protéines du lactosérum,
phénoméne appelé synérése (Lucey, 2004 ; Undugoda & Nilmini, 2019). Ce type de défaut
qualitatif dans la structure du yaourt qui peut raccourcit méme la durée de conservation n’a pas
¢été observé dans les yaourts expérimentaux. Apparemment, les valeurs d'acidité relevées a la fin
de la fermentation et tout au long de la période de post-acidification pour le yaourt nature et les
yaourts supplémentés en extrait se situent bien dans la gamme normale de moins de 150 °D et qui
équivaut a une acidité lactique de moins de 1.5 g /100 g de yaourtcomme la rapportée (De Moura
et al., 2019).

Par ailleurs, il est bien admis que la texture et 1'onctuosité du yaourt sont considérées comme des
criteres essentiels de la qualité du produit (Schmidt et al., 1994). Dans la présente étude, la
viscosité apparente de tous les produits a montré une évolution proportionnelle en fonction du
temps. Ceci résulte, sans doute, de 1'activité fermentaire des cultures bactériennes spécifiques
ensemencees (Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus) qui peuvent générer par
fermentation au cours de la fabrication et du stockage a partir du lactose du lait le lactate,
entrailnant une baisse du pH du milieu et provoquant, au point isoélectrique (pHi = 4.6)
l'agrégation des caséines avec comme conséquence une formation d'un gel qui confére au yaourt
une structure visqueuse (Koutina et al.,, 2015). Toutefois, cette viscosit¢ semble Etre
significativement altérée selon les doses croissantes d'extrait hydroéthanolique de Mentha
piperita L., administrées dans les produits. En effet, les meilleures valeurs de viscosité ont été
obtenues dans le yaourt témoin, suivi de ceux préparés a 2 et a 4% d'extrait ; tandis que les
valeurs les plus médiocres ont été enregistrées dans le yaourt a 6% d'extrait. Ces résultats
reflétent clairement la fragilisation du gel lactique en présence d’une forte dose de composés
phénoliques qui détermine par conséquent a une certaine concentration l'ampleur de ce
phénomene (Szoltysik et al., 2021).

Il est bien admis que la viscosit¢ du yaourt est étroitement liée a la quantité en
exopolysaccharides (EPS) élaborée par les bactéries lactiques dans le milieu. En effet, les
Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus sont tous deux capables de produire des
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EPS (Cerning 1990, Laws et al. 2001) ; alors qu'en co-cultures, leurs niveaux de production sont
plus élevés (Cerning 1990, Frengova et al., 2000, Sieuwerts et al., 2010). Ces EPS sont le plus
souvent composés de galactose et de glucose et éventuellement du mannose et du rhamnose selon
les souches, mais peuvent contenir aussi des traces de xylose et d'arabinose chez L. bulgaricus
(Rul, 2017). Ces EPS renforcent la structure du gel grace a leur aptitude a interagir avec les
caséines (Schmidt et al., 1994). En outre, en se fixant aux molécules d'eau, eclles réduisent le
phénomeéne de synérése et par conséquent améliorent la viscosité du produit (Nikitina et al.,
2023). La réduction de la viscosité¢ suivant les doses d'extrait additionnées dans les produits
pourrait donc étre une réponse directe de 1'altération de la viabilité¢ des deux bactéries spécifiques
productrices d'EPS suite a 'action antibactérienne dont I’action est proportionnelle aux teneurs en
composés phénoliques (Lobiuc et al., 2023) présents dans 1'extrait. A ce propos, nos résultats
corroborent ceux de plusieurs auteurs qui ont aussi constaté une réduction de la viscosité du
yaourt suite a 1'ajout d'extraits phénoliques des feuilles de noyer (Shiravani & Ansari, 2020)
et de Thymus vulgaris L (Khelifi et al., 2018).

2.4.3. Qualité organoleptique

La qualité sensorielle des yaourts expérimentaux a été évaluée par les panelistes en tenant compte
de plusieurs criteres organoleptiques dont la saveur (gout acide, gout de fraicheur et arriére gout),
I’apparence (adhésivité, cohésivité et couleur), ainsi que 1’odeur. En réalité, différents composés
volatils et aromatiques contribuent a la saveur et 1'appétence du yaourt. Le lactate produit par
fermentation du lactose constitutif du lait par les bactéries spécifiques du yaourt est considéré
comme ¢tant le plus important de ces composés (Ott et al., 2000 ; Rash et al., 1990 ; Cheng,
2010). Sa production s’est avérée relativement altérée par l'action bactéricide des composés
phénoliques contenus dans 1’extrait de Mentha piperita L. (Hussein et al., 2020) ajouté
notamment a des doses séveres de 6%. Cependant, cet acide lactique, qui confére au yaourt son
gout acide caractéristique, semble étre produit a des niveaux suffisants a des teneurs de 2 et 4%
d’extrait dans le yaourt. D’un autre c6té, l'acétaldéhyde, le diacétyle, 1'acétone, 1'acétoine et de
nombreux autres composés aromatiques produits par Lactobacillus bulgaricus et Streptococcus
thermophilus (Beshkova et al., 1998) peuvent de concerte contribuer, éventuellement a
I'équilibre et a la finesse de 1'ardme des produits.

Plusieurs auteurs (Hunger, 1985 ; Ott et al., 2000) ont rapporté que les consommateurs ont une
préférence gustative pour les yaourts plus doux et moins acides. Harper et al. (1991) ont
rapporté aussi que le niveau d'acceptabilité d'un yaourt est étroitement li¢ au degré de perception
de son acidité et que les moins aigres sont les mieux appréciés par un panel formés de
spécialistes. Dans la présente étude, les scores relatifs au golt acide ont révélé une meilleure
acceptabilité par les panélistes pour le yaourt additionné a 2% d'extrait hydroéthanolique de
Mentha piperita. L. Celui-ci a méme ét€¢ mieux apprécié que le témoin durant toute la période de
post-acidification, en raison de son gout légérement moins acidulé résultant d'une moindre
production d'acide lactique par les Streptococcus thermophilus et les Lactobacillus bulgaricus,
dont Iactivité fermentaire a ét¢ diminué relativement sous l'effet antimicrobien exercé par les
composés phénoliques contenus dans I'extrait ajouté. Par ailleurs, a co6té du lactate les traces de
composés volatils comme le pipéritone, le menthole, le menthone et le limonéne (Eftekhari
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et al., 2021) constitutifs de 1’extrait expérimental semblent former un excellent cocktail avec les
ardmes habituels (acétaldéhyde, diacétyle, acétone, acétoine) du yaourt lorsqu’il est ajouté a une
faible dose de 2% pour rehausser 1’acidité ainsi que son caractére de fraicheur.

Au contraire, la fermentation lactique du témoin, s'est poursuivie a un rythme plus intense et plus
soutenue au cours de la post-acidification. Le jury de dégustation a qualifi€¢, enfin, les yaourts
préparés a 4 et 6 % d’extrait de menthe poivrée d’un gout acide fade et déplaisant ainsi que d’un
arriere-gout désagréable trés prononcé en conséquence sans doute a I’amertume manifeste de
certains composés phénoliques comme l'acide rosmarinique et les flavonoides (Weimann &
Heinrich, 1997) ramenés par 1’extrait expérimental a de fortes doses dans le produit et a la tres
faible production de lactate dans le milieu par les bactéries spécifiques dont 1’activité fermentaire
a été relativement freiné par 1’effet antimicrobien de ces composés bioactifs.

Concernant le critére adhésivité désignant la force nécessaire pour retirer la mati¢re collante mis
en bouche lors de la prise alimentaire (Mudgil et al., 2017 ; Kose et al., 2018) il semble de
moins en moins acceptés par les panélistes avec 'augmentation des doses d'extrait de menthe
dans les yaourts. Cette adhésivité dont la force est souvent proportionnelle a la texture dure du
caillé (Karnyaczki & Csanadi, 2017) s’est démarquée, ainsi, par une corrélation négative avec
I’ajout d’extrait de Mentha piperita L., dans le yaourt.

Tandis que pour la cohésivité correspondant a la déformabilité d’un matériau avant de se rompre
lorsqu’il est écrasé entre les doigts et qui permet aux panélistes d’apprécier le caractére texturant
du caill¢é lactique (Chandra et Shamasundar, 2015 ; Kose et al., 2018), il ressort aussi de nos
résultats que le yaourt nature a été le mieux appréci€¢ pour cet attribut organoleptique
comparativement aux yaourts additionnés d’extrait de menthe. Ceci pourrait étre expliqué par le
recul de la production d'exopolysaccharides par les ferments lactiques Streptococcus
thermophilus et Lactobcillus bulgariccus en présence des composés phénoliques de 1’extrait de
menthe poivrée ajouté et qui ont certainement altéré relativement leur prolifération et leur
aptitude a élaborer ces glucides complexes dans le milieu. Rawson et Marshal (1997) ont
confirmé a ce propos que la qualité rhéologique du yaourt représentée surtout par le critére
collant et I’aspect cohésif est proportionnellement liée aux quantités d’exopolysaccharides
produites par les souches Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus. De plus, de
nombreux travaux menés par (Khelifi et al., 2018 et Ait Chabane et al., 2021) ont également
suggéré une chute de la qualité rhéologique des yaourts au cours de la conservation a 6°C suite a
I’effet antimicrobien vis-a-vis de ces deux germes exercé par les composés phénoliques d’extraits
hydroéthanolique de Thymus vulgaris L., et hydroéthanolique de Mentha piperita L., ajoutés
notamment a une de forte dose de 6%.

Pendant toute la période de stockage, les yaourts supplémentés a 2 et 4 % d'extrait de menthe ont
¢été, par ailleurs, les mieux évalués et plus appréciés que le témoin et ce, probablement, en raison
de la manifestation d'un agréable mélange d'odeurs réunissant les composants aromatiques et
odorants ramenés par l'extrait de menthe dont le menthole, le menthone et le limoneéne (Djenane
et al., 2012) et ceux générés par l'activité fermentaires des bactéries du yaourt comme le
diacétyle, l'acétaldéhyde et l'acétone (Beshkova et al., 1998). Cependant, cette activité
bactérienne des germes Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus productrice
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d'aromes et de parfum semble étre atténuée sous l'effet de I'extrait introduit a de fortes doses de
6% a effet antimicrobien et dont les principaux composés biactifs constitutifs ont masqué
notablement 1’odorat naturel du yaourt.

De méme, le jury de dégustation a mieux apprécié la couleur du yaourt a 2% d'extrait que la
couleur blanchatre naturelle du yaourt témoin ; alors que les préparations a 4 et 6% d’extrait
semblent avoir des couleurs, moins blanches, d’un brun plus intenses et moins agréables
conférées certainement par certains composés phénoliques dont les anthocyanes bien connus
responsables des teintures caractéristiques chez les végétaux (Farnad et al., 2014 ; Alappat &
Alappat, 2020).

2.4.4. Activité antioxydante du yaourt

Bien que le yaourt lui-méme posséde une fonction antioxydante non négligeable liée a de
nombreux peptides bioactifs issus du métabolisme des bactéries lactiques (Kudoh et al., 2001 ;
Gomez-Ruiz et al., 2008) susceptibles de lutter contre de nombreux cas de cancers en
contribuant a la promotion du potentiel antioxydant et d'inhibition de la peroxydation lipidique
(Virtanen et al., 2007), ’ajout d’extrait hydroéthanolique de Mentha piperita L., fait apparaitre
aussi dans cette présente étude qu’il peut renforcer d’avantage cette activité antioxydante a effet
bénéfique pour la santé.

En effet, au 1 jour de stockage, comparativement au témoin, I’ajout de 2% seulement d’extrait
au yaourt a entrainé une augmentation (p<0.01) de I’activité de piégeage des radicaux DPPH et
ABTS de 38.66 et 21.98% respectivement ; alors qu’une supplémentassions extréme de 6%
d’extrait a rehaussé (p<0.01) ces valeurs respectivement de 49.19 et 42.49%.

Nos résultats rentrent en ligne de compte avec ceux de Peker et Arslan (2016) et Cho et al.
(2020a) qui ont constaté des activités antioxydantes importantes avec I’incorporation des teneurs
croissantes en extrait phénoliques de feuilles d'olivier dans le yaourt. Dans le méme contexte,
Mohamed Ahmed et al. (2021) ont également démontré, dans une étude plus récente, que
l'activité de piégeage des radicaux du DPPH augmentait avec les doses croissantes de l'extrait de
feuilles d'argel (Solenostemma argel Hayne) incorporées dans le yaourt. D’aprés Amirdivani &
Baba (2011), les activités antioxydantes plus élevées dans le yaourt a base d’extrait de Mentha
piperita L., par rapport au yaourt nature sont dues, sans aucun doute, aux contenus
phytochimique de la plante. Il ressort donc de ces résultats que l'incorporation d’extrait
hydroéthanolique de Mentha piperita.L. a renforcé considérablement les propriétés bioactives et
l'activité antioxydante du yaourt ferme et pourrait donc offrir des avantages potentiels pour la
sante.

Par ailleurs, en fonction du temps de stockage au froid positif de 6°C tous les yaourts
expérimentaux ont montré une diminution des activités de piégeage des radicaux DPPH et ABTS,
pour atteindre des valeurs minimales a la fin de la période de conservation. Toutefois, en fin
d’entreposage au 21°™ jour, les yaourts enrichi en extrait hydroéthanolique de Mentha piperita.LL
ont toujours présenté des activités antioxydantes meilleures que celle du témoin. La réduction des
activités de piégeage des radicaux DPPH et ABTS pendant le stockage a été rapportée par
plusieurs auteurs (Vital et al., 2015 ; Pan et al., 2019 ; Cho et al., 2020a ; Mohamed Ahmed
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et al., 2021) et elle pourrait étre en partie attribuée a la formation d'un complexe entre les
polyphénols présents dans I’extrait incorporé et les protéines du yaourt, réduisant ainsi les
pouvoirs particuliers des composés phénoliques dont 1’action antioxydante (Vital et al., 2015 ;
Mohamed Ahmed et al.,, 2021). Les groupes hydroxyle des composés phénoliques sont
d'excellents donneurs de liaisons et forment donc des liaisons hydrogeéne fortes avec le carbonyle
de l'amide du squelette peptidique (Luck et al., 1994 ; O'Connell et Fox, 2001). Il a été aussi
rapporté que les protéines contenant un nombre important de proline présentaient une forte
affinité pour les polyphénols (Poncet-Legrand et al., 2006 ; Frazier et al., 2010 ; Perna et al.,
2014). Les résidus de prolines peuvent ainsi se lier par des interactions hydrophobes aux
anneaux aromatiques des polyphénols conduisant a I’enroulement de la protéine autour du
composé phénolique (Dickinson et Mann, 2006). Au fait, 4 types de liaisons différentes peuvent
étre établies entre le polyphénol et la protéine dont hydrophobe, hydrogéne, covalente et ionique
(Hagerman et al., 1998 ; Rawel et al., 2002). Les incidences de ces interactions sur le pouvoir
antioxydant dépendraient a la fois du type de phénols et de la composition en acides aminés du
composé peptidique et les complexes protéine-polyphénol ainsi formés pourront par conséquent
réduire ou accentuer l'activité antioxydante (Prigent et al., 2003). La combinaison des composés
phénoliques d'un tel extrait de Mentha piperita L., avec le yaourt peut contribuer ainsi a
promouvoir considérablement sa qualité diététique et sa durée de conservation.

La peroxydation lipidique des yaourts expérimentaux, exprimée en terme de substances réactives
de l'acide thiobarbiturique (TBARS), s’est révélée, en revanche, diminuer proportionnellement
avec l'ajout de différentes doses d’extrait hydroéthanolique de Mentha piperita L., qui semblent
apporter aux produits une plus grande stabilité¢ des lipides par rapport au témoin. En fonction du
temps de stockage il a été remarqué une nette augmentation des valeurs de TBARS dans tous les
yaourts expérimentaux enrichis ou non d’extrait de menthe poivrée. Néanmoins, le témoin a
présenté méme apres 20 jours de réfrigération des valeurs de TBARS supérieures a celles
présentées par le yaourt nature. Ce résultat suggere éventuellement que l'ajout de I’extrait de
menthe poivrée pourrait améliorer la fraction lipidique et prolonger la durée de conservation du
produit lors d'un stockage prolongé au froid positif a 6°C. Nos résultats corroborent ceux avancés
par de nombreux auteurs qui ont rapporté¢ avec certitude que I’ajout d’extraits phénoliques
d'épillets de palmier dattier (Almusallam et al., 2021b), d'argel (Mohamed Ahmed et al., 2021)
et d'algue (O'Sullivan et al., 2016) permet de réduire sensiblement la peroxydation lipidique et
améliore remarquablement la stabilité des yaourts.

2.4.5. Profil lipidique des yaourts

Le taux de matiére grasse et sa composition en acides gras constitue un facteur déterminant de la
qualité nutritionnelle et sensorielle du yaourt (Mary et al., 2022 ; Paszczyk & Tonska, 2022).
La présente étude a révélé une légere (p>0.05) diminution du taux de matiére grasse totale
(MGT) dans les produits en fonction de la période de stockage. Khalil et al. (2022) ont constaté
aussi que la teneur en matieres grasses du yaourt diminuait au cours du stockage réfrigéré. Cette
baisse est probablement attribuée a 1’action des lipases des bactéries starters du yaourt.

La lipolyse est considérée comme 1'un des principaux phénomenes biochimiques qui affectent
sensiblement la durée de vie de nombreux produits laitiers (Alirezalu et al., 2019). C’est
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également un phénoméne important dans la détermination de la saveur caractéristique des
produits laitiers. L'ajout de 1'extrait hydroéthanolique de Mentha piperita L. semble pallier a ce
phénoméne dans la mesure ou le témoin a présenté une baisse de maticre grasse totale d’environ
0.02% ; un peu plus élevée que celle observée pour les yaourts enrichis en extrait de menthe qui
ont montré une diminution de seulement 0.014% au cours de 20 jour de stockage. Ceci résulte,
assurément, d’une atténuation du phénomene de lipolyse liée a I’effet antibactérien exercé par les
composés phénoliques de D’extrait hydroéthanolique de Mentha piperita L. ajouté sur la
croissance des cultures starters du yaourt. Par ailleurs, la grande richesse des feuilles de Mentha
piperita L., en acides gras estimée a environ 11.64 mg/g d’aprés Savych et al. (2021) laisse
penser qu'une certaine proportion de la fraction lipidique de la plante a été emportée dans I'extrait
et renforcée le contenu en matieres grasses du produit fini.

En outre, il a été remarqué, dans la présente étude, une augmentation variable en certains acides
gras dans tous les échantillons expérimentaux ¢élaborés, avec ou sans extrait de Mentha piperita
L. Ceci est certainement le résultat de l'activité variable des bactéries starters du yaourt qui
adoptent la modification du profil lipidique comme l'une des stratégies d'adaptation aux
variations des conditions environnementales dont 1’acidit¢ du milieu (Tidona et al., 2018 ;
Bahrami et al., 2020). Par ailleurs, I’ajout d'extrait hydroéthanolique de Mentha piperita L n'a
pas induit d’influence significative (p>0.05) sur les teneurs en acides gras appartenant aux
groupes d'acides gras saturés et non saturés (AGS, AGMI, AGPI) présents dans les yaourts
expérimentaux. Toutefois, du début jusqu’a la fin du stockage réfrigéré a 6°C, une dominance
des AGS par rapport aux AGI a été constatée dans les yaourts expérimentaux. Cette insaturation
importante des acides gras augmente sans doute leur sensibilité a la peroxydation (Halliwell et
al., 1999) et peuvent aussi étre une cible privilégiée pour les especes réactives de I'oxygene, qui
sont a l'origine des saveurs rances inacceptables des yaourts (Dragoev et al., 2024). Une méme
tendance en terme d'abondance des acides gras saturés par rapport aux acides gras mono et
polyinsaturés a été remarqué dans cette étude par comparaison a une autre étude menée sur des
yaourts supplémentés d’extrait en décoction de fenouil et de camomille comme additifs naturels
et ceux ayant recu une méme dose de sorbate de potassium (E202) pendant un stockage de 14
jours a 6°C (Caleja et al., 2016) .

L'analyse chromatographique (GC-FID) a ¢galement montré une relative réduction par adjonction
d'extrait hydroéthanolique de menthe poivrée dans le yaourt des teneurs en acides gras a chaines
courtes et moyennes (AGCCM) dont notamment les acides butyrique (C4:0), caproique (C6:0),
caprylique (C8:0), caprique (C10:0) et laurique (C12 :0). Malgré que cette diminution d’
AGCCM n’est pas tellement significative (p>0.05) avec I’ajout d’extrait de menthe mais elle
reste certainement favorable pour la santé étant donné que ces acides gras sont les plus impliqués
dans les maladies coronariennes (Ebbesson et al., 2015 ; Bianchi et al., 2017).

En outre, sur le plan gustatif, il a été rapporté que les acides gras a courte et moyenne chaine
(AGCC et AGMC) ont une incidence déterminante sur la saveur caractéristique du produit fini.
Les acides butyrique, caproique et caprylique conférent au yaourt une saveur acre, tandis que les
taux élevés en acides caprique et laurique sont susceptibles de lui procurer un gofit savonneux
(Kumari et al., 2016). Il convient de noter que certaines acides gras indispensables que le corps
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humain ne peut synthétiser et dont la présence est susceptible d’améliorer la valeur nutritionnelle
du produit comme les oméga-3, réputés comme étant indispensables au développement et au bon
fonctionnement du corps humain par leurs effets bénéfiques sur le cerveau, le ceeur, les yeux, les
articulations, la peau ainsi que sur le comportement humaine (Qin et al., 2017, Almasi et al. ,
2021) ont été retrouvé a des proportions variables dans les yaourts expérimentaux. L’ajout
d'extrait de Mentha piperita a 4% dans le yaourt fonctionnel élaboré dans cette étude semble,
ainsi, améliorer son contenu en oméga3 d’une proportion de 45.94% et de 21.73% par rapport
au témoin, respectivement, au 1 et 20°™ jour de stockage réfrigéré a 6°C. A notre connaissance
aucune ¢étude n’a ét¢ menée, a ce jour, sur I’effet des extraits phénoliques des plantes médicinales

ou aromatiques sur le profil de mati¢re grasse des produits laités fermentés tels le yaourt étuvé.

Cependant, I’augmentation de la teneur en oméga 3 constatée dans le cadre de notre étude dans le
yaourt supplémenté d’extrait de menthe peut étre expliquée par deux hypotheses dont la premiére
met en cause les propriétés antioxydantes des composés phénoliques contenus dans I’extrait qui
viennent protéger ce type d’ acides gras d’une éventuelle hydrolyse (Bakry et al., 2019)ou
encore la richesse de I’extrait lui-méme en oméga-3. En effet, une corrélation positive entre les
composés phénoliques et les oméga-3 a été démontrée lors d’une étude chez Thymelaea hirsuta.
L (Bouzouina et al., 2016). En outre, (Savych et al., 2021) a démontré par une analyse par
GCMS I’existence d’une forte proportion d’ oméga-3 dans I’extrait hydroalcoolique de poudre de
feuilles de Mentha piperita.L.. L’acide o-linoléniques (ALA, C18:3n3) figurent parmi les
principaux oméga-3 dans les yaourts supplémentés surtout d’extrait de menthe a 4%. Selon la
littérature, une alimentation riche en ALA est associée a un moindre risque de développement de
cancer, de maladie coronarienne et d'infarctus aigu du myocarde (Lin et al., 2018). L'ALA est
aussi un précurseur de synthese des acides gras polyinsaturés n-3 (AGPI n-3) tels que ’EPA
(acide cis-5, 8, 11, 14, 17-eicosapentaenoique , C20:5n3) et DHA (acide cis-4, 7, 10, 13, 16, 19-
acid edocosahexaénoique, C22:6n3) qui sont aussi reconnus pours leurs effets positifs sur le
systeme cardiovasculaire (Fleming & Kris-Etherton, 2014 ; Lin et al., 2018).

Durant I’expérimentation, 1’ajout de 1’extrait au yaourt a significativement (p<0,01) amélioré son
contenu en ’ALA (C18:3n3) d’environ 56.51 et 42.19 % par rapport au témoin au 1 et 20°me
jour de stockage. Nos résultats montrent aussi un faible rapport ®6/®3 pour le yaourt additionné
d'extrait hydroéthanolique de Mentha piperita L., par rapport au témoin. A ce propos, plusieurs
¢tudes suggérent qu’un rapport ®w6/w3 élevé est 1ié¢ a de nombreuses pathologies étant susceptible
de stimuler la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, et par conséquent induire une
inflammation de bas niveau et favoriser l'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien dans les
troubles dépressifs majeurs (Patel et al., 2022). Du point de vue nutritionnel les valeurs
inférieures a 5 et les rapports oméga-6/oméga-3 variables de 1:1 a 5:1sont a recommander
(Lupette & Benning, 2020).

Dans la présente étude, les rapports oméga-6/oméga-3 de 4.32 et 4.11 enregistrés respectivement
au 1% et au 20°™ jour de stockage dans le yaourt a 4% d’extrait de Mentha piperita.L, s’avérent
s’inscrire pleinement dans la norme admise contrairement au témoin qui accusé des valeurs plus
médiocres de 6.76 et 5.21.
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Conclusion partielle

La menthe poivrée (Mentha piperita L.) collectée dans la région saharienne d'Algérie a Ouargla a
montré un rendement d'extraction a 1’éthanol aqueux des principaux composés bioactifs
intéressant de 16.16%. L’extrait de la plante obtenu est bien pourvu en composés phénoliques
totaux (359.61 mg EAG/g EL) représentés en grande partie (a 93.35%) d'acides phénoliques dont
l'acide rosmarinique a été démontré comme étant le composé le plus abondant avec une teneur de
339.88 mg/g d'extrait sec. Il est aussi riche en flavonoides totaux (219.77mg EQ/g EL)
appartenant principalement a la classe des flavones, flavanones et flavonols. Cette diversité
chimique en composés bioactifs a conféré¢ a 1’extrait un potentiel antioxydant considérable estimé
par les tests au DPPH et a ' ABTS avec des IC50 de 3.16 et 2.50 mg/ml, respectivement.

Les tests antimicrobiens ont révélé un effet antibactérien significatif (p<<0.01) de type bactéricide,
exercé par l'extrait hydroéthanolique de menthe poivrée notamment a de fortes doses de 20 a
100% contre respectivement Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus.

L'objectif de concevoir un yaourt étuvé alicament en y ajoutant les composés bioactifs contenus
dans D’extrait hydroéthanolique de Mentha piperita L., semble étre atteint. En effet, 1'ajout
particulier a 2% d’un tel extrait de la plante objet de 1'étude au yaourt étuvé a sensiblement
renforcé son potentiel antioxydant, a considérablement protégé sa fraction lipidique d’une
éventuelle peroxydation et a préservé davantage sa qualité¢ physicochimique et microbiologique
durant la conservation.

L'ajout du dit extrait au yaourt a un taux de 4% a offert au produit une composition de matiére
grasse tres renforcée de 42.19 a4 56.51 % en acide a-linoléique qui est un acide gras essentiel de la
série @3 et des rapports w6/®w3 variables dans I’intervalle des normes nutritionnelles préconisées
de 4.11 et 4.32.

Au plan organoleptique, le yaourt additionné de 2% d'extrait hydroéthanolique de Mentha
piperita L. a révélé une meilleure acceptabilité par les panélistes et a méme été mieux apprécié
que le témoin pour son golt légerement acidulé et sa fraicheur agréable. Par ailleurs, le yaourt
préparé a 4 % d'extrait a été jugé en seconde position pour le critere de l'odeur, apres celui
préparé a 2 % d'extrait ; avec des scores plus élevés que ceux du témoin et celui contenant 6 %
d'extrait.
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Chapitre 11 : Effets d’ajout d’extrait hydrométhanolique
de Mentha piperita L. sur la qualité d’un yaourt étuvé.

1 .Résultats
1.1. Screening phytochimique de I’extrait hydrométhanolique de Mentha piperita L.

Les résultats du criblage phytochimique de l'extrait hydrométhanolique de Mentha piperita L.
(EHMMP) et du rendement d’extraction sont représentés dans le (Tableau 23). L'extraction par
macération des parties aériennes de Mentha piperita L., dans du méthanol aqueux a montré un
rendement considérable d'environ (17.51%) et I’extrait obtenu s’est révélé trés riche (+++) en
phénols totaux et en flavonoides, moins riche (++) en coumarines et en stérols et renferme de
faibles proportions (+), d’alcaloides, de tannins catéchiques, d’anthocyanes et de sucres
réducteurs; alors qu’il est dépourvu (-) de leucoanthocyanes, de quinones, de triterpénes et de
Saponines.

Tableau 23. Principales substances phytochimiques recensées dans 'extrait hydrométhanolique

de Mentha piperita L.
phytochimiques Tests Résultats | 6 erion
Phénols FeCls +++
Réactifde Dragendorff +
Alcaloides Réactif de Bouchardat
Réactif de Mayer & Wagner
Flavonoides Alcls +++
Tannins galliques FeCl; -
catéchiques FeCl; +
Anthocyanes NH4,OH + 17.51%
Leucoanthocyanes Alcool isoamylique -
Coumarines NaOH ++
Stérols Test de Liebermann-Burchard ++
triterpenes Test de Liebermann-Burchard -
Quinones NH4OH -
Saponine Test de mousse -
Sucres réducteurs Solution de Fehling +

+++: réaction franchement positive ; ++ : réaction positive ; + : réaction moyennement positive ; +: réaction louche ; —
:réaction négative.

1. 2. Composés bioactifs

Selon les résultats mentionnés sur le (Tableau 24), I’extrait hydrométhanolique de Mentha
piperita L. (EHMMP) a montré une teneur en composés phénoliques totaux estimée a 46.73 mg
EAG/ml d’EHMMP qui équivaut a environ 07.01 g EAG/100g de poudre de Mentha Piperita
L.(PMP) et a 412.32 mg EAG/g d’extrait lyophilis¢ (EL). Le contenu de flavonoides totaux a été
évalué a 25.80 mg EQ/ml EHMMP et il a été rapporté a 3.87 g EQ/100g de PMP contre 227.65
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mg EQ/g d’EL. Tandis que les tannins condensés ont représenté des teneurs de 0.47 mg EC/ml
EHMMP, de 0.07g EC/100g de PMP et de 4.15 mg EC/g d’EL.

Tableau 24. Dosage des composés phénoliques de I’extrait hydrométhanolique de Menthe
poivrée.

Composés bioactifs Echantillons Teneurs
) o Poudre de la plante (g EAG/100g PMP) 07.01 = 0.01
tCO‘t’:l‘li"ses phénoliques Extrait liquide (mg EAG/ml EHMMP) 46.73 +0.07
Extrait lyophilis¢ (mg EAG/g EL) 412.32 +£0.71
Poudre de la plante (g EQ/100g PMP) 03.87 +£0.06
Flavonoides totaux Extrait liquide (mg EQ/ml EHMMP) 25.80 £0.42
Extrait lyophilisé¢ (mg EQ/g EL) 227.65+3.92
Poudre de la plante (g EC /100g PMP) 00.07 £0.01
Tannins condensés Extrait liquide (mg EC/ml EHMMP) 00.47 + 0.04
Extrait lyophilisé¢ (mg EC/g EL) 04.15 + 0.41

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes suivies des écarts types correspondants, avec un nombre de répétitions n
égal a 03 (n = 3); PMP :poudre de Mentha Piperita L. ; EHMMP : extrait hydrométhanolique de Mentha piperita L.;
EL :extrait lyophilisé; EAG: équivalent en acide gallique; EQ: équivalent en quercétine; EC: équivalent en Catéchine.

1.3. Profil en composés phénoliques de I’extrait

L’analyse LC-MS/MS de [I’l'extrait hydrométhanolique de Mentha piperita L. a révélé la
présence de 25 substances phytochimiques sur un total de 56 substances phytochimiques de
référence (Tableau 25).

L'extrait analysé s'avére contenir un taux trés important d'acides phénoliques estimé a 93.80%
dont la plus grande fraction est constituée majoritairement d'acide rosmarinique avec une portion
d’environ 92.57% du total des acides phénoliques.

Par ailleurs, les flavonoides détectés ont constitué une portion totale plus faible d’environ 5.54%
des composés identifiés et ils sont principalement composés de flavones entre autres de
cyranoside, cosmosiine, lutéoline a une proportion de 73.97%, de flavanones (hespéridine,
Naringénine, hespérétine) a 20.90%, de flavonols (tels que la rutine et I’isoquercitrine) a 4.87%
et d’une seule isoflavones (génistéine) qui été estimé a 0.26% de la totalité¢ des flavonoides
détectés. De plus, un aldéhyde phénolique (aldéhyde protocatechuique) qui n’a représentée que
0.04% du total des composés quantifiés ainsi qu’une faible portion (0.62%) d’acides non
phénoliques dont I’acide fumarique ont été détectés (Figure 24). Cette analyse a également
montré une nette dominance de l'acide rosmarinique par rapport a la totalité ses substances
phytochimiques détectées, avec une proportion de 86.83% de la totalit¢ des composés
détectés dans Il'extrait analysé, suivi de l'acide quinique estimé a 5.86% des composés
détectés (23.403mg/g de d'extrait), puis des deux flavones la cyranoside a 2.45% (9.791 mg/g
d’extrait sec) et la cosmosiine a 1.21% (4.827 mg/g d’extrait sec).

En outre, I’hespéridine (flavanones) a également marqué une présence dans [’extrait
hydrométhanolique de Mentha piperita L. par une teneur de 4.213mg/g d'extrait et qui
correspond & 1.054% de la totalité des substances phytochimiques identifiées. L’extrait analysé
semble aussi renfermer de faibles teneurs en acides phénoliques dont les acides caféique,
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chlorogénique , protocatéchuique , p-coumarique, gallique, salicylique et gentisique évalués a
1.506, 1.408, 0.884, et 0.367, 0.143, 0.101 et 0.042 mg/g d'extrait sec, respectivement ; en
flavones dont lutéoline, acacétine, apigénine et la chrysine détectés a des teneurs de 0.755, 0.697,
0.294, 0.143,0.101 et 0.042 mg/g d'extrait sec, respectivement, en flavonols dont la rutine,
I’isoquercitrine, 1’astragaline et le kaempferol détectés a 0.603, 0.36, 0.071 et 0.044 mg/g
d'extrait sec, successivement ; ainsi qu’en hespérétine(estimés a 0.237mg/g d'extrait sec) et
naringénine(0.174 mg/g d'extrait sec), ainsi qu’en génistéine (0.057 mg/g d'extrait sec) et
d’aldéhyde protocatéchique (0.172 mg/g d'extrait sec) (Figure 25).

Tableau 25. Profile en composés bioactifs de I’extrait hydrométhanolique de Mentha piperita
L. par analyse LC-MS/MS.

- o RT? LOD/L Teneur
Composés identifiés (min) (ll?‘; /l;f 09 B (£g7;];8 )
Acides organiques Acide Fumarique 03.90  135.7/167.9 0.0091  02.473 £0.02

Acide Quinique 03.00  25.7/33.3 0.0372 23.403+ 0.87
Acide Gallique 04.40  13.2/17.0 0.0112 00.143 + 0.00
Acide Protocatechuique 06.80 21.9/38.6 0.0350 00.884 £ 0.03
) Acide Gentisique 08.30 18.5/28.2 0.0167 00.042 + 0.00
slf(l;lllf)sliques Acide Chlorogénique 0840 13.1/17.6  0.0213  01.408 + 0.03
Acide Caffeique 12.10  7.7/9.5 0.0152 01.506 + 0.02
Acide p-Coumarique 17.80  25.9/34.9 0.0194 00.367 + 0.01
Acide Salicylique 21.80  6.0/8.3 0.0158 00.101 + 0.00
Acide Rosmarinique 26.60 16.2/21.2 0.0130 346.875+ 4.51
Cyranoside 23.70 12.1/16.0 0.0366 09.791 £ 0.36
Cosmosiine 28.20  6.3/9.2 0.0083 04.827 + 0.40
Flavones Lutéol-ine 36.70  2.6/4.1 0.0313 00.755 + 0.02
Chrysine 40.50  1.5/2.8 0.0323 00.005 + 0.00
Acacétine 40.70  1.5/2.5 0.0360 00.697 + 0.03
Apigénine 38.20  1.3/2.0 0.0178 00.294 + 0.01
Isoflavones Génistéine 36.90 3.7/53 0.0337 00.057 + 0.02
Hespéridine 25.80 19.0/26.0 0.0335 04.213+ 0.14
Flavanones Naringénine 3590  2.6/3.9 0.0392 00.174 + 0.07
Hespérétine 36.70  2.6/3.9 0.0392 00.237 + 0.01
Rutine 25.60  15.7/22.7 0.0247 00.603 + 0.02
Isoquercitrine 25.60  8.7/13.5 0.0220 00.360 = 0.01
Flavonols )
Astragaline 30.40 6.6/8.2 0.0114 00.071 £ 0.00
Kaempferol 37.90 10.2/15.4 0.0212 00.044 + 0.00
I‘:‘lll‘;f;l;’{i‘;‘l’lses Ij?rlcc)i‘i)hc}:tigcshique 0850  15.4/222  0.0396  00.172+ 0.00

Les résultats sont représentés en valeurs moyennes et écarts types correspondants, avec un nombre de répétitions n=03;
RT* : Temps de rétention; LOD/LOQ (ng/L)": Limite de détection/quantification; U (%) : pourcentage d'incertitude relative 2 un niveau
de confiance de 95% (k = 2) ;ES :extrait sec.
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Figure 24. Proportion en composés phytochimiques détectés par analyse LC-MS/MS dans le
contenu lyophilisé d’extrait hydrométhanolique de Mentha piperita L.
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Acide Salicylique ] 0,025
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Figure 25. Taux (%) en composés actifs détectés dans 1’extrait hydrométhanolique de Mentha
piperita L. par analyse LC-MS/MS.

1.4. Activité antioxydante

L’activité antioxydante de l'extrait hydrométhanolique des parties aériennes de Mentha piperita
L. a montré des valeurs d’IC50 de 3.25 et 2.54 mg d’extrait lyophilisé/ml obtenues
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respectivement avec les tests de DPPH et d’ABTS. Ces valeurs se sont révélées plus élevées que
celles des standards dont les IC50 au test de DPPH ont été estimées, successivement, a 0.16 mg
d’acide ascorbique/ml et a 0.03mg de quercétine/ml et selon le test d’ABTS a 1.36 mg d’acide
ascorbique/ml et a 1.17mg de quercétine/ml, respectivement (Tableau 26 ; Figure 26).

Tableau 26. Evaluation de I’activité antioxydante de I’extrait hydrométhanolique de Mentha
piperita L., en comparaison a I’ascorbate et a la quercétine.

IC50 (mg/ml)

Extraits de la plante et standards

DPPH ABTS
Extrait lyophilisé (mg de lyophilisa d’ EHMMP) 03.25*+0.04 02.54*+0.07
Acide ascorbique (mg d’acide ascorbique/ml) 00.16"+0.01 01.36"+0.03
Quercétine (mg de quercétine/ml) 00.03°+0.00 01.17°+£0.04

Les résultats sont exprimés en moyennes, suivies des écarts types correspondants, avec un nombre de répétitions n égal a 3 (n=03) ; IC50 :
concentration d'extrait ou de standard nécessaire pour inhiber 50% des radicaux DPPH ou ABTS. Un effet hautement significatif
P <0.01 du facteur étudié a été enregistré ; a, b, ¢ : groupes homogénes de comparaison des moyennes deux a deux selon le
test de Newman-Keuls.

Extrait hydrométhanolique
Acide ascorbique

4 - s
— Quercétine
g€ 31
S~
[-T]
€ 24
2 1-
o
0 T T

DPPH ABTS

Figure 26. Histogrammes des IC50 de l'extrait hydrométhanolique de Mentha piperita L., de
’acide ascorbique et de la quercétine obtenus par les tests DPPH et ABTS.

1.5. Activité antibactérienne
1.5.1. Test de croissance

Selon les résultats des tests de croissance indiqués dans le (Tableau 27) et illustrés dans la
(Figure 27), les deux espéces bactériennes Streptococcus thermophilus et Lactobacillus
bulgaricus semblent croitre de manicre inversement proportionnelle aux concentrations d'extrait
hydrométhanolique de Mentha piperita L.

Une baisse significative (P<0.01) du nombre de colonies de S.thermophilus a été constatée
passant de 356 10°, 2 291.10°, 4 124.10°, 2 63.10° et a 35.10°UFC/ml correspondant a des taux de
croissance de 100, 81.74, 34.83,17.69 et 9.83% pour des concentrations d’extrait variables de 0, a
20, a 40, a 60 et a 80%, respectivement. L’ extrait pur (100%) n’a laiss¢ pousser aucune colonie
bactérienne. Ces concentrations ont également eu un impact significatif (P<0.01) sur la
croissance de Lactobacillus bulgaricus, entrainant une diminution du nombre de colonies de
300 UFC/ml enregistré pour le témoin a 198 10° a 83 10°;a 35 10° et a 25 10°UFC/ml,
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correspondant a des taux de croissance de 100, 60, 27.66, 11.66 et 8.33% obtenus pour des
concentrations d’extrait hydrométhanolique de menthe poivrée de 0, 20,40,60 et 80%,
respectivement. Cependant, aucune croissance de L.bulgaricus n’a ét¢ remarquée au contact
d'extrait pur concentré a 100%.

Tableau 27. Effets des différentes concentrations d’extrait hydrométhanolique de Mentha
piperita L. sur la croissance des bactéries spécifiques au yaourt.

Concentrations d’extrait hydrométhanolique

Espe,c ¢ Paramétres de Mentha piperita L. Valeur de p
bactérienne
0% 20% 40% 60%  80% 100%
5 a b c d e e

Streptococeus Nx10°UFC/ml 356 291 124 063 035 00 <001
thermophilus 1,y de croissance(%) 100° 81.74° 34.83° 17.69° 09.83°  00°
Lactobacillus Nx105UFC/ml 300 198° 083 035¢  025° 00°
bulgaricus p<0.01

Taux de croissance(%) 100°  66°  27.66° 11.66¢ 08.33°  00°

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes avec un nombre de répétitions n= 3 ; N : nombre ; UFC : unité formant colonie;
p> 0.05: effet non significatif du facteur étudié (concentrations en extrait hydrométhanolique de Mentha piperita L) ; P < 0.05 : effet
significatif du facteur étudié ; P < 0.01 effet hautement significatif du facteur étudié ; a ,b,c... etc. : groupes homogénes de comparaison
des moyennes deux a deux selon le test de Newman-Keuls.
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Streptococcus thermophilus —illl— Loctobacillus bulgaricus

Figure 27. Effets de 1’extrait hydrométhanolique de Mentha piperita L. sur la croissance
(en UFC/ml ) et sur le taux de croissance (en% ) des germes spécifiques au yaourt.

1.5.2. Diametres d’inhibition

Les résultats des diameétres d'inhibition des bactéries de départ du yaourt entrainés par 1'extrait
hydrométhanolique de Mentha piperita L. ont eu tendance a augmenter de maniére significative
(P<0.01) en fonction de I'augmentation de la concentration de l'extrait hydrométhanolique de
Mentha piperita L., allant de 7.33, a 8.33, a 10.33 et a 10.67 mm chez les Streptococcus
thermophilus et de 7.83 ,4 9.50, a 11.33 et a 17.33 mm chez les Lactobacillus bulgaricus pour
des concentrations d’extrait variables de 40, a 60, a 80 et a 100%, respectivement, sans toutefois
atteindre les diamétres des zones d’inhibition produites par la gentamicine qui s’est démarqué par
des diametres de 21.64 et 33.33 mm chez Streptococcus et Lactobacillus bulgaricus,

\

respectivement. L’extrait hydrométhanolique pur concentré a 100% a générés les taux
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d’inhibition les plus élevés (p<0.01) de 49.24 et 52% pour S.thermophilus et L.bulgaricus,
respectivement par rapport a la gentamycine qui a accusée un taux d’inhibition de 100%, suivi
par I’extrait dilué a 80% qui a engendré des taux de 47.67% et 34%, successivement pour les
deux germes lactiques étudiées. Cependant, en présence d’une concentration de 20% d’extrait
aucune zone d’inhibition n’a été détectée pour les deux germes étudiés (Tableau 28 ; Figure

28).

Tableau 28. Effet des concentrations d’extrait hydrométhanolique de Mentha piperita L. sur les
variations des zones et des taux d’inhibition des germes spécifiques du yaourt.

. Concentration d’extrait Effet des

l?act?erles Parameétres hydrométhanolique de Mentha piperita L. concentrations
actiques 20%  40%  60% 80% 100% Genta.  de Pextrait

2w o 07.33°  08.33° 10.33* 10.67°  21.67°

53 Diamétres q n

$ = @inhibition (mm) 00 - - =

25 00.29 00.50 00.58 00.58 00.58 p<0.01

&8 Taux . d ¢ b b a

% % d’inhibition(%) 00 33.83 38.44°  47.67 49.24 100

2 Diamét 07.83°  09.50¢ 11.33° 17.33° 3333

T @inhibiton mmy = = = :

SR 0 00.29 00.50  00.58 01.16 00.57 p<0.01

S N

3 §° Taux 00 23.50° 28.50%  34° 100?

d’inhibition(%)

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes avec un nombre de répétitions n= 3 ; P < 0.01 effet hautement significatif du facteur
étudié (concentrations en extrait hydrométhanolique de Mentha piperita L.); Genta : Gentamycine; a ,b, c... etc.: groupes homogénes de
comparaison des moyennes deux a deux selon le test de Newman-Keuls .

Bactéries
lactiques

Concentrations de I’extrait de Mentha piperita L.(%)

Streptococcus

thermophilus

Lactobacillus
bulgaricus

20%
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(Témoin positif)

Figure 28. Zones d’inhibition entrainées par les différentes concentrations d’extrait
hydrométhanolique de Mentha piperita L. et de la Gentamycine chez les deux germes spécifiques

du yaourt.
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1.5.3. Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI)

Des mesures de turbidité induites par la prolifération des bactéries spécifiques dans le yaourt ont
¢été données dans le (Tableau 29).Une concentration de 20% d'extrait hydrométhanolique de
menthe poivrée semble laisser un taux de survie estimé a 30.43% pour les Streptococcus
thermophilus et 21.66% pour les Lactobacillus bulgaricus. Cependant, a partir de 40%, ces taux
deviennent nuls pour les deux bactéries qui s'avérent incapables de survivre aprés 24 heures
d'incubation a la température de 37°C a des concentrations supérieures ou ¢gales. Cette dernicre
concentration de 40% est retenue comme étant la concentration Minimale Inhibitrice (CMI) pour
les deux germes étudiés.

Tableau 29. Evaluation des CMI de I’extrait hydrométhanolique de Mentha piperita L. vis-a-vis
des germes spécifiques du yaourt.

Bactéries M Concentrations d’extrait hydrométhanolique de Mentha piperita L (%)
. esures
lactiques Témoin (0%)  20% 40% 60% 80% 100%
di (DO) 0.01 00.43 0.50 0.55 0.61 0.40
df (DO) 0.06 0.44 0.49 0.34 0.45 0.28
Streptococcus 40 4 DO)  0.05 0.03 20.09 200.21 -0.15 -0.12
thermophilus
Df-Di (DO) 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
S (%) 100% 30.43% 0% 0% 0% 0%
CMI = 40%
di (DO) 0.04 0.38 0.43 0.52 00.68 0.67
. df (DO) 0.10 0.40 0.42 0.51 0.60 0.58
Lactobacillus 40 40 ) 0.06 0.01 -0.01 -0.01 -0.08 -0.09
bulgaricus
Df-Di (DO) 0.06 0.06 0.06 0.06 0.06 0.06
S% 100% 21.66% 0% 0% 0% 0%
CMI = 40%

CMI: concentration Minimale Inhibitrice ; S:Taux de survie du microorganisme en%; df-di: différence de densité optique de la solution
d’extrait de Menthe ensemencée au germe étudié avant et aprés incubation a 37°C durant 24 heures; Df-Di : différence entre les densités
optiques avant et aprés incubation du témoin (0%) sans extrait phénolique et ensemencé au germe étudié.

1.5.4. Concentrations Minimales Bactéricides (CMB)

La croissance en stries sur milieu gélos¢é MH des germes Streptococcus thermophilus et
Lactobacillus bulgaricus cultivés au préalable sur milieu liquide MH pendant 24 heures en
présence d’extrait hydrométhanolique de Mentha piperita L. a différentes concentrations a été
comparée par leur développement sur le méme milieu mais a des dilutions de 10", 10, 107 et
10, Cette derniére dilution représente 0.01% de croissance bactérienne.

D’apres les résultats illustrés dans la (Figure 29), les concentrations de 60 et 40% d’extrait ont
donné des résultats de croissance des germes Streptococcus thermophilus et Lactobacillus
bulgaricus identiques a ceux obtenus 4 la dilution de 10; ces deux concentrations ont été donc
retenues comme ¢étant les CMB pour respectivement les bactéries lactiques Streptococcus
thermophilus et Lactobacillus bulgaricus.
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Figure 29. Evaluation des CMB de I’extrait hydrométhanolique de Mentha piperita L. vis-a-vis
des germes spécifiques du yaourt.

1.5.5. Types d’inhibition

Le rapport CMB/CMI de 01.5 pour Streptococcus thermophilus et de 01 pour Lactobacillus
bulgaricus permet de conclure que l'extrait hydrométhanolique de Mentha piperita L. exerce un
effet de type bactéricide sur les deux bactéries starters du yaourt (Tableau 30).

Tableau 30. Types d’inhibition de I’extrait hydrométhanolique de Mentha piperita L. vis-a-vis des
germes spécifiques du yaourt.

Espeéces bactériennes CMI CMB CMB /CMI Effet inhibiteur
Streptococcus thermophilus 40% 60% 1.5 Bactéricide
Lactobacillus bulgaricus 40% 40% 1 Bactéricide
Normes {— CMB/CMI<2 (effet bactéricide)
- CMB/CMI>2(effet bactériostatique)

1.6. Qualité du yaourt a ’extrait de menthe
1.6.1. Viabilité des bactéries starters du yaourt

Le dénombrement des bactéries de culture du yaourt a montré que le nombre de S.thermophilus
pour tous les yaourts expérimentaux a augmenté significativement (p<0.01) en fonction du temps,
allant de 32 10°a 137 10° UFC/ml en moyenne au début et jusqu’a la 4™ heure de fermentation
et de 228 10°, a 258 10° et a 267 10° UFC/ml en moyenne au 7°™, 14°™ et 21°™ jour de post-
acidification, respectivement.

Néanmoins, ce nombre a eu tendance a diminuer significativement (p<0.01) en fonction des
doses d'extrait incorporées et variables de 2, a 4 et a 6% ; soit des baisses remarquables
respectivement de 165 10°, a 109 10° et a 89 10° UFC/ml en fin de la période de fermentation et
de 284 10°,a2 277 10° et a 170 10° UFC/ml au 21°™ jour de réfrigération.
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Cependant, le nombre le plus élevé de S.thermophilus a été atteint par le yaourt nature (contrdle) ;
avec un nombre de 186 10°UFC/ml aprés 4 heures de fermentation et de 338 10° UFC/ml au 21
jours de post-acidification.

D’une manicre similaire aux S. thermophilus le nombre de L.bulgaricus a également connu une
évolution croissante dans tous les produits expérimentaux en fonction du temps passant,
respectivement, de 12 10° a 79 10° UFC/ml en moyennes du début a la fin de la fermentation et
de 133 10° a 184 10° UFC/ml, en moyennes du 7°™ au 21°™ jour de post acidification. Par
ailleurs, tout au long de l'expérimentation, 1'analyse de la variance a montré un développement
bactérien de L.bulgaricus fortement affecté (p<0.01) par les taux d'incorporation d'extrait
hydrométhanolique de Mentha piperita L., variables de 0, a 2, a 4 et a 6% ; avec des diminutions
du nombre de colonies allant respectivement de 120 10°, 4 76 10°, 2 67 10° et a 51 10° UFC/ml a
la fin de la phase de fermentation et de 248 10°, a 224 10°, a 148 10° et a 115 10° UFC/ml au
21jour de post-acidification (Tableau 31 ; Figure 30).

Tableau 31. Evolution du nombre (N 10° UFC/ml) de Streptococcus thermophilus et
Lactobacillus bulgaricus dans les yaourts étuvés additionnés d’extrait hydrométhanolique de
Mentha piperita L., au cours des périodes de fermentation et de post-acidification.

£ Taux d’incorporation (%) I’ EHMMP
g Apei Moyennes Effet Effet Int.
§ Périodes (F1) F1 F2  F1xF2
g 0% 2% 4% 6%
Oh 033! 033! 032! 031 032¢
Fermentation 2h 55¢ 052°¢ 045¢ 04lh 048" p<0.01 p<0_01 p<0‘01
2 4h 186° 165° 109°¢ 0894 1372
S | Moyennes (72 091 083" 062  054¢ -
)
§ 7 320°¢ 2462 228" 119* 228¢
= Post b e f J b
o heidification 143 330 275 264 162 258 p<0.01 p<0.01 p<0.01
21 338° 2844 277¢ 170' 267
Moyennes (F2) 329 268" 256¢ 1504 -
Oh 0142 0138 011t 011t 012¢
Fermentation o (0 021° 016° 018° 019  p<0.01 p<0.01 p<0.01
2 4h  120° 076" 067° 0514 079°
'§ Moyennes (F2) 0512 037° 032¢ 0274 -
) -
S 7J 196° 126' 130" 080" 133¢
5 Post 143 245> 219¢ 1418 115 1790
acidification ) ' p<0.01 p<0.01 p<0.01
21 248 224° 148" 115 1842
Moyennes (F2) 2307 190" 140¢ 102¢ -

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes, avec un nombre de répétitions n=03; EHMMP : extrait hydrométhanolique de Mentha
L. ; h: heures; J: jour ; N: nombre de colonies; UFC : unité formant colonie ; ml : millilitre ; F1 : facteur périodes ; F2 : facteur concen
d’extrait incorporées ; F1XF2 : interaction des deux facteur(périodes et concentrations d’extrait ; p< 0.01 : effet hautement significatif du
étudié; S. thermophilus: Steptococcus thermophilus ; L. bulgaricus : Lactobacillus bulgaricus ; a,b,c...etc.: groupes homogénes de compara
moyennes deux a deux selon le test de Newman- Keuls.
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Figure 30. Evolution du nombre (N 10°UFC) des bactéries spécifiques du yaourt dans les yaourts
enrichis en extrait hydrométhanolique de Mentha piperita L. au cours des périodes de
fermentation et post acidification. (a): Steptococcus thermophilus (St), (b): Lactobacillus
bulgaricus (Lb).

1.6.2. Qualité physicochimique

D’une maniére générale et du début jusqu’a la fin de I’expérimentation les résultats de mesure du
pH de tous les échantillons du yaourt ont révélé des valeurs décroissantes en fonction du temps
allant de 6.43,a 5.45,a4.87,a4.72,2a4.62 eta4.55 en moyennes du début de la fermentation
et jusqu’au 21 jours de post-acidification. Cependant, I’analyse de variance a dévoilé un
accroissement hautement significative (p<0.01) des valeurs de pH proportionnellement aux doses
d’extrait hydrométhanolique de Mentha piperita L. additionnés et variables de 0, a2 ,a 4 et a
6% ; avec des valeurs qui ont passé respectivement de 4.58, a 4.78, a 4.83 et a 5.29 apres 4
heures de fermentation et de 4.21 4 4.55 , 4 4.64 et 2 4.79 en moyenne au 21°™ jour de la période
de post-acidification.

Contrairement au pH, 1’acidité semble évoluer significativement (p<0.01) et proportionnellement
au temps, en affichant des valeurs Dornic moyennes qui ont vari¢ respectivement de 18.33, a
35.33 et a 75.24 °D en moyennes au début, apres 2 heures et apres 4 heures de fermentation, et de
77.51, a 80.53 et a 85.91°D en moyenne successivement au 7™, 14°™ et 21°™ jours de la
période de post acidification de conservation des yaourts au froid positif. Toutefois, ce paramétre
physicochimique semble avoir tendance a diminuer significativement (p<0.01) pour des
concentrations croissantes d’extrait hydrométhanolique de Mentha piperita L. incorporé dans le
yaourt. En effet, pour des doses d’extrait variables de 0, a 2, a 4 et a 6% 1’acidité Dornic mesurée
a affiché des valeurs allant , respectivement, de 80.33, a 76.42, 74.66 et 4 69.55°D au terme de
la fermentation et de 98.50, a 86.33, a 77.95 et a 72.85 °D, au 21°™ jour d’entreposage des
produits au froid positif (a 6°C).

Comme pour I’acidité Dornic, la viscosité de tous les échantillons de yaourt expérimentaux
s’avere significativement (p<0.01) augmenté en fonction du temps durant les deux périodes
expérimentales. Ainsi, des augmentations visibles de la viscosité des produits expérimentaux de
0.86, 2 14.13 et 4 36.47 m?/s en moyenne et de 47.59, 2 50.65 et a 54.38 m?/s en moyenne ont été
enregistrées respectivement au début, aprés 2 heures et 4 heures de fermentation et au 7™ 14me
et 21°™ jour de la période de post acidification. Néanmoins, il semble que cette viscosité a une
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tendance a diminuer (p<0.01) proportionnellement a la dose croissante de 0, a 2, a 4 et a 6%
d’extrait additionné au yaourt ; soit des valeurs qui ont varié respectivement de 52.33 , 2 42.95, a
32.47 et a 18.12 m?/s, aprés 4™ heure de fermentation et de 85.30, 4 70.27 , 2 40.78 et 4 21.16
m?/s aprés 21 jours de conservation au froid (Tableau 32 ; Figures 31).

Tableau 32. Effet de I’incorporation de I’extrait hydrométhanolique de Mentha piperita L. a
différentes concentrations sur les variations du pH, d’acidité (°D) et de la viscosité (m?%s) du

yaourt €tuve.

é Périodes Taux d’incorporation (%) A’ EHMMP de Mentha Piperita L. Moyennes Effet | Effet | Int.
s +ES FI F2 [F1xF2
& 0% 2% 4% 6%
=
£ |Oh | 06.43°+0.01 06.44°+0.01 06.42°£0.03 06.43°+0.02 06.43* £0.01
<
S |2h | 0522°+£0.05 05.40°£0.01 05.49°¢0.01 05.67°£0.00 05.45"+0.02
= _ p<0.01| p<0.01|p<0.01
E 4h | 04.58'+0.01 04.78"+0.03 04.832+0.01 05.29°+0.01 04.87°%0.03
Moyennes d c b a -
E N ESéFZ) 05.419+£0.04 05.54°+£0.01 05.58"+0.01 05.80*+0.01
£[7J | 04.52°+£0.02 04.68°+0.01 04.78°+0.02 04.89°+0.01 04.72"+0.01
-
w»
I~ S_E 14J | 04.387£0.02 04.56°+0.07 04.73°£0.02 04.82°+£0.02  04.62*+ 0.04 p<0.01 [p<0.01|p<0.01
'g 21J | 04.218+£0.01  04.55°+£0.01  04.64°+£0.03 04.79°+0.02 04 .55°+ 0.01
Moyennes . a
+ ES(F2) 04.379+£0.02  04.60°+0.04 04.72°+£0.01 04.83°+ 0.01 -
;g Oh | 18.337£0.01 18.341+0.03 18.33'+0.03 18.33i£0.03  18.33°+0.02
E e f g h b
g 2h | 39.33°+0.07 36.33'+£0.04  33.658+0.01 32.01"+0.01 35.33°+0.02 p<0.01|p<0.01|p<0.01
| £ |4h | 80.33*+0.03 76.42°+£0.01  74.66°£0.01 69.55¢+£0.00 75.24*+0.01
a Moyennes b d
| £ ES(F2) 46.00°+0.04 43.70°+£0.02  42.21°+£0.01 39.97°% 0.00
§ _E[79 | 85334014 78.66%0.01  7633+0.00 69.75'£0.00 77.51°%0.06
2 9
= S‘é 14J | 90.45°+0.02  83.66°+0.03  77.33" £0.04 70.66+0.01  80.53*+0.02 |p<0.01|p<0.01|p<0.01
2213 | 98.50°+£0.03 86.33°+0.01  77.952+0.04 72.85£0.00  85.91*+ 0.01
Moyennes a b ¢ d -
+ ES(F2) 91.42°+£0.02 82.89"+£0.01 44.20°+0.03 71.90%+ 0.03
.§ Oh | 00.89'+0.01  00.88'+0.01  00.86'=0.01 00.831+0.03  00.86°+ 0.01
<
- d f h
g 2h | 20.07+0.20 16.041£0.02  12.798+0.01 07.61"+0.00 14.13> +00.01 p<0.01 |p<0.01|p<0.01
Q E 4h | 52.332+£0.20 42.95°+£0.20 32.47°+0.03 18.12°£0.00 36.47*°+0.11
t% Moyennes a b c d
o| - ES(F2) 24.43°+£0.11 19.96°+0.010 15.37°+0.01 08.86%+00.00 -
= = )
§ £ 7J | 72.06+0.18 57.00'+0.15 38.77"+£0.01 22.55+0.00 47.59°+ 0.01
2 2 5 _
> £ % 14J | 80.65°+0.01  66.34°+£0.01 36221+ 0.01 19.38'+0.00  50.65"+ 0.01 p<0.01 |p<0.01|p<0.01
'5121J | 85302 0.17 70279+ 0.02  40.782+0.04 21.16+£0.00  54.38 *+ 0.08
Moyennes . b b a
+ ES(F2) 79.34°£0.12  64.53"+0.08  38.59°+0.02 21.03°+0.00 -

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes suivies des écarts types correspondants, avec un nombre de répétitions n=03; EHMMP : extrait
hydrométhanolique de Mentha piperita L.; h:heures; J:jour; N: nombre de colonies; F1 :facteur période; F2: facteur concentration d’extrait
incorporée ; F1XF2 : interaction des deux facteur(période et concentration d’extrait ). Tous les facteurs étudiés (F1 ;F2 et F1XF2) présentent un effet
hautement significatif( p< 0.01); a,b,c...etc.: groupes homogénes de comparaison des moyennes deux a deux selon le test de Newman-Keuls .
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Figure 31. Evolution des parametres physicochimiques des yaourts enrichis en extrait
hydrométhanolique de Mentha piperita L. au cours des périodes de fermentation et de post
acidification.

1.6.3. Qualité organoleptique

Compte tenu de l'appréciation enregistrée par le jury de dégustation impliqué dans la présente
¢tude, l'analyse statistique a révélé que le taux d'extrait hydrométhanolique de Mentha piperita L.
additionné au yaourt avait un effet hautement significatif (P<0.01) sur tous les parametres
organoleptiques examinés (Tableau 33 ; Figure 32).

Globalement, durant toute la période de post-acidification, le golt acide estimé¢ par les
dégustateurs semble étre de moins en moins prononcé (P<0.01) pour des taux croissants de 2 ,a 4
et a 6% d'extrait hydrométhanolique de Mentha piperita incorporé dans les yaourts
expérimentaux par rapport au yaourt nature (0% d'extrait).Cependant, au 1, 7°m¢, 14°meet 21°me
jours de stockage le yaourt préparé a la dose de 2% d'extrait a été apprécié de presque comparable
au témoin par le jury de dégustation ; 19, 18, 17 et 18 somme des rangs contre 14 ; 14 ; 14 et
14.5 somme des rangs, respectivement. Tandis que pour des doses de 4 et 6% d’extrait les yaourts
ont été de faibles acidités et classés en dernicres positions par les dégustateurs.
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A l'instar du gout acide, la perception du gott de fraicheur a permis aux panélistes de classer le
yaourt enrichi a 2% d’extrait en second rang apres le témoin avec des scores trés rapprochés 1’un
de lautre. En effet, au 1¢, 7°™, 14°™ et 21°™ jours de stockage le yaourt a 2% d’extrait a été
noté avec une somme des rangs de 20.5, 18.5, 19.5 et 18 contre respectivement 14.5, 14.5,16
et 16 somme des rangs pour le témoin. Alors que les préparations contenant 4 et 6% d'extrait
viennent respectivement en 3™ et derniére position.

De la méme maniere que les deux parameétres gustatifs précédents, le yaourt supplémenté a 2%
d’extrait hydrométhanolique de Mentha piperita L. a été trés bien apprécié au plan de 1’arriére-
gout par le jury de dégustation qui I’a classé en seconde position juste apres le témoin. En effet,
le yaourt a 2% d’extrait a affiché des scores de 18.5 sommes des rangs au 1 et 21™ jour et
del7.5 somme des rangs au 7°™ et 14°™ et il a été classé par degré de préférence a ce critére
apres le témoin qui a marqué de meilleurs scores variables entre 15 et 15.5 somme des rangs du
17 au 21°™ jour de conservation au froid positif. En revanche, durant toute I’expérimentation, les
yaourts supplémentés d’extrait de menthe a 4 et 6 % ont été classés, respectivement, en 3™ et
derniére position par les panélistes qui ont constaté une nette apparition d’une sensation d’arriére-
gout trés prononcé dans les produit enrichis d’extrait de Mentha piperita L., particulierement a de
fortes doses.

En ce qui concerne 1’adhésivité, les yaourts a 4 et 6% d’extrait hydrométhanolique de menthe
poivrée ont occupé encore successivement la 3°™ et 4™ positon aprés le yaourt supplémenté a
2% d’extrait qui a remporté la second eplace avec des scores trés proches du témoin (p>0.05);20
vs15.5 somme des rangs au 1 jour;18 vs 15 somme des rangs au 7°™ jour;18 vs 15.5 somme
des rangs au 14°™ jour et 17 vs 15.5somme des rangs au 21°™ jour, respectivement.

Pour le critére cohésivité, le yaourt congu a 2% d'extrait hydrométhanolique de Mentha piperita L.
a présenté a nouveau au 1, 7™, 14%m¢ et 21°™ jour de conservation des scores comparables au
témoin (p>0.05); 19 vs 15, 20.5vs 14,18.5vs 155 et 18 vs 14.5 somme des rangs,
respectivement. Cependant, une nette détérioration de la cohésivité a été ressentie par les
panélistes dans les produits additionnés d’extrait de menthe a des doses séveres de 4 et 6% qui
ont accusé par voie de conséquence de médiocres (p<0.01) scores variables de 27 a 40 somme
des rangs.

A la différence des critéres organoleptiques décrits ci-dessus, le yaourt supplémenté avec 4%
d'extrait a battu tous les scores pour son critére " odeur ", en enregistrant pendant les 21 jours de
post-acidification de meilleurs résultats (p<0.01);14 a 15 somme des rangs. Le yaourt
supplémenté a 2% d'extrait est arrivé en seconde position avec des scores d’odorat qui ont varié
durant cette période d’entreposage au froid entre 18 et 19 somme des rangs. Le témoin a son tour
a occupé la troisiéme position ; 27 a 40 somme des rangs. Tandis que le yaourt a 6% d'extrait a
été le moins accepté (p<<0.01) par les dégustateurs avec des scores variables de 38.5 a 40 somme
des rangs.

Quant a la couleur, pendant toute la période de stockage, les médiocres résultats par comparaison
au témoin ont ét¢ remarqués par les panélistes ayant dégusté les yaourts préparés a 4 et 6%
d’extrait (p<0.01) ; 13.5vs29.5vs37.5 somme des rangs au 1¢ jour , 17 vs 28.5 vs 39 somme des
rangs au 7°™ jour, 19.5 vs 26.5 vs 40 somme des rangs au 14°™ jour et 20 vs 27.5 vs 39 somme
des rangs au 21°™ jour d’entreposage. Néanmoins, le yaourt enrichi a 2% d'extrait a été le mieux
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apprécié par le jury sensoriel au plan de la couleur que le témoin particuliérement au 14°™ et
21%m jours de post acidification (p<0.01); 14 vs 19.5 et 13.5 vs 20 somme des rangs,
respectivement (Tableau 33 ; Figure 32).

Tableau 33. Effet de I’incorporation de 1’extrait hydrométhanolique de Mentha piperita L. a
différentes doses sur la qualité sensorielles d’un yaourt étuvé.

Doses d’extrait hydrométhanolique

l,) ara.r,nétres Période de Mentha piperita L. incorporées Effet d.e
étudiés Pextrait
0% 2% 4% 6%
J1 14° 19° 27.5° 39° p<0.01
J7 14° 18° 33° 36° p<0.01
Gout acide
J14 14° 17° 32.5° 372 p<0 .01
J21 14.5 18° 29.5° 38.5° p<0.01
J1 14.5° 20.5¢ 36.5° 38.5° p<0.01
Gout de J7 14.5° 18.5° 27.5° 39.5° p<0.01
fraicheur J14 16° 19.5° 26° 38.5° p<0.01
J21 16° 18° 27° 39° p<0.01
J1 15.5¢ 18.5° 27.5° 39.5° p<0.01
) J7 15.5¢ 17.5° 27.5° 39.5° p<0.01
Arriere gout
J14 15° 17.5¢ 28.5° 39° p<0 .01
J21 15.5° 18.5° 29.5° 38° p<0.01
J1 15.5¢ 20° 26.5° 40° p<0 .01
J7 15° 18° 33.5° 39.5° p<0.01
Adhésivité
J14 15.5° 18° 28.5° 39° p<0.01
J21 15.5° 17° 28.5° 39° p<0.01
J1 15° 19° 28° 38° p<0.01
J7 144 20.5¢ 28° 38.5° p<0.01
Cohésivité
J14 15.5° 18.5° 27° 40° p<0.01
J21 14.5° 18° 29° 38.5° p<0.01
J1 29° 18.5° 15 38.5° p<0.01
J7 27° 18° 15° 40° p<0.01
Odeur b
J14 29 18.5° 14° 38.5° p<0.01
J21 40° 19° 15° 40° p<0.01
J1 13.5¢ 19.5¢ 29.5° 37.5° p<0 .01
J7 17° 16.5° 28.5° 39° p<0.01
Couleur ; .
J14 19.5° 14 26.5 40° p<0.01
J21 20¢ 13.5¢ 27.5° 39? p<0 .01

Les résultats sont exprimés en sommes des rangs, avec un nombre de panélistes n=10; J:jours ; P>0.05 effet non significatif du facteur
étudié (taux d’extrait incorporés dans le yaourt); p<0.01: effet hautement significatif du facteur étudié ;a,b,c,d,e...etc. : groupes
homogeénes de comparaison des moyennes deux a deux selon le test de Fridmen .
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Figure 32. Effet d’incorporation de I’extrait hydrométhanolique de Mentha piperita L. sur la
qualité organoleptique d’un yaourt étuvé au cours de 21 jours de stockage au froid positif de 6°C.

1.6.4. Caractéristiques oxydatives des yaourts

Les yaourts expérimentaux s’averent perdre progressivement leur capacité a piéger le radical
proportionnellement au temps de stockage en affichant des pourcentages d'inhibition moyens qui
ont diminué de 53.01% a 49.45%et a 42.17%, respectivement du 1%, au 10°™ et au 20°™ jour
d’entreposage au froid (6C°).

Cependant, tout au long de la période de réfrigération (20 jours) le pouvoir de piégeage du radical
DPPH a montré des accroissements proportionnels et significatives (p<0.01) en fonction de
I’augmentation des taux d’incorporation de 0, a 2, a 4 et a 6% d’extrait hydrométhanolique de
Mentha piperita L.,dans le yaourt ; soit des valeurs qui ont varié, respectivement, de 19.36, a
59.15 4 64.04 et a 69.49% au 1° jour de stockage, de 15.65, a 56.67, a 60.19 et a 65.29% au
10°™ jour et de 9.58 , 4 50.71 , 4 52.01 et a 56.38% au 20°™ jour d’entreposage.
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Les résultats du test a ’ABTS ont également montré une diminution significative (p<0.01) de
53.54 4 29.59% du potentiel de piégeage de ce radical en fonction de la durée de stockage pour
tous les produits €élaborés avec ou sans addition d’extrait.

Toutefois, durant toute la période de conservation (20 jours) au froid, I'analyse de la variance a
montré une amélioration considérable (p<0.01) du pourcentage d'inhibition de ' ABTS par 1'ajout
de 0 a 6% de l'extrait hydrométhanolique de Mentha piperita L. dans le yaourt; soit des valeurs
qui ont rehaussé de 15.34 a 56.22%, en moyenne (Tableau 34 ; Figure 33).

Le degré de peroxydation lipidique des yaourts additionnés ou non d'extrait hydrométhanolique
de menthe poivrée semble augmenter proportionnellement de 0.52 a 1.99 mg MDA/kg du début a
la fin d’entreposage au réfrigérateur réglé a 6°C pendant 21 jours. Apparemment, I’ajout d’extrait
de menthe a 2, 4 et 6% s’avere réduire significativement (p<0.01) ce phénomeéne dans les
produits de 26.32, 41.23 et 57.02 %, respectivement (Tableau 34 ; Figure 34 ).

Tableau 34. Evolution du potentiel antioxydant (% d’inhibition des radicaux DPPH & ABTYS)
et du taux de peroxydation des lipides TBARS (mg MDA/kg) des yaourts.

Taux d’incorporation (%) d’extrait de Mentha Piperita L.
(Moyennes= ES de I’Int. F1XF2)

Période M;’Eyse?;‘le)s *
0% 2% 4% 6%

J1 19.36'+ 0.66 59.15°+ 0.64 64.04°+0.12 69.492+0.48 53.01*+0.44
DPPH J10 15.65+0.32 56.677+0.55 60.199+0.27 65.29°+0.68 49.45>+0.42

J20 09.58%+ 0.39 50.71"+ 1.26 52.012+0.19 56.38"+0.15 42.17¢+0.57
Moyennes = ES (F2)  14.86%+ 0.42 55.51¢+ 0.76 58.75"+ 0.18 63.72*+ 0.42 )

J1 17.38' £0.33 39.13°+£0.13 77.79°+0.46 79.86°£1.18 53.54°+0.56
ABTS J10 15.670 +0.37 32.012+£0.45 44.37¢% £1.94 50.09°+0.14 35.53>+0.87

J20 12.985+0.42 30.67"+0.69 36.02+0.22 38.70°£0.71 29.59¢+ 0.47
Moyennes + ES (F2)  15.349+0.32 33.94°+ 0.42 52.73"+1.00 56.22*+ 0.69 )

J1 0.78°+0.05 0.558+0.03 0.43"+0.02 0.30'+0.00 0.52¢+ 0.03
TBARS J10 1.11°£0.01 0.627+0.02 0.518+0.03 0.417+0.03 0.66"+0 .02

J20 1.52#+0.07 1.36°+ 0.01 1.08°+0.04 0.789+0.04 1.19+ 0.04
Moyennes + ES (F2) 1.14*+0.04 0.84°+0.02 0.67 €£0.03 0.499+0.03 B

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes suivies des écarts types correspondants, avec un nombre de répétitions n=03 ;
ES : Erreurs standards ; J: jours; F1 : facteur périodes ; F2 : facteur concentrations d’extrait incorporées ; Int. F1XF2 : interaction des
deux facteurs (Périodes et Concentrations de I’extrait) ; a,b,c...etc.: groupes homogénes de comparaison des moyennes deux a deux selon
le test de Newman-Keuls .
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Figure 33. Evaluation du potentiel antioxydant dans les yaourts enrichis d’extrait
hydrométhanolique de Mentha piperita L., au cours de 20 jours de réfrigération.
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Figure 34. Evaluation par le test de TBARS du degré de peroxydation (mgMDA/kg) des lipides
des yaourts enrichis en extrait hydrométhanolique de Mentha piperita L., au cours de 20 jours de
réfrigération.

1.6.5. Profil lipidiques des yaourts expérimentaux

Pendant toute la période de stockage, les yaourts expérimentaux ont présenté des teneurs en
matieres grasses totales comparables (p>0.05) avec de 1égeres fluctuations comprises entre 1.82
et 1.84%.Les acides gras les plus abondants exprimés en pourcentage des lipides totaux (LT)
dans les yaourts analysés sont I’acide myristique (C14:0) (11.88 a 12.73% LT), I’acide
palmitique (C16:0) (35.08 a 36.84% LT) et ’acide stéarique (C18:0) (8.99 a 9.42% LT). Les
taux de ces acides gras n’ont pas été significativement influencés (p>0.5) ni par le temps de
stockage ni par I’ajout de 1’extrait (p>0.5).

L’acide oléique (C18:1n9) figure aussi parmi les acides gras majoritaire dans les yaourts
expérimentaux avec des teneurs variable de 21.34 a 24.32% des lipides totaux. L’ajout d’extrait
de menthe au yaourt a 4% semble préservé au 21 jour de stockage la méme quantité (p>0.05)
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en cet acide gras que le témoin (23.55 vs 24.32 % LT) malgré les différences (p<0.1) constatées
au 1° jour de stockage (21.34 vs 24.17% LT).

La supplémentation a 4% des yaourts en extrait hydrométhanolique de Mentha piperita L.,
s’avére améliorer au 21°™ jour d’entreposage par rapport au témoin dans une certaine mesure trés
significativement (p<0.01) le contenu en certains acides gras essentiels dont 1’acide linoléique
(C18:2n6¢) d’environ9.22% et I’acide a linoléique (C18:3n3) d’environl15.55%. Au contraire,
’ajout de I’extrait hydroéthanolique de la plante a induit au 21°™ jour de stockage de nettes
diminutions (p<0.01) des teneurs en acide cis-11,14,17-eicosatrienoique (C20:3n3) et en acide
cis-8,11,14-eicosatrienoique (C20:3n6) ; soit des baissesd’environ25 et 14.29 % respectivement
par rapport au témoin . De méme, au 21°™ jour de la période de post acidification, les teneurs en
acides gras a chaines courtes dont 1’acide butyrique (C4:0), 1’acide caproique (C6:0) et I’acide
caprylique (C8:0) ont diminu¢ dans les yaourts enrichis en extrait de la menthe poivrée de 0.27,
0.06 et 0.02 des lipides totaux, respectivement comparativement au témoin. Tandis que celles des
acides a chaines moyennes tels que 1’acide caprique (C10:0) ,I’acide undécanoique (C11:0) et
I’acide laurique (C12:0) ont augmenté relativement de 0.01 a 0.09% des lipides totaux,
successivement.

En outre, au 1° jour de stockageau froid positif (6°C), l’incorporation de [’extrait
hydrométhanolique de Mentha piperita L. semble réduire totalement et significativement
(P<0.01) les teneurs en acide arachidique (C20:0), acide cis-11,14-ecosadiénoique (C20:2), acide
béhénique (C22:0) et en acide lignocérique (C24:0).Tandis qu’apres 20 jours de stockage, la
teneur en acide arachidique (C20:0) s’est avérée augmenter remarquablement pour dépasser
méme celle du témoin d’environ 12.03% du contenu du yaourt en cet acide ; alors que les teneurs
en acide béhénique (C22:0) et en acide lignocérique (C24:0) ont enregistré des taux (00.066 vs
0.043% LT) relativement inférieure (p<0.01) a celle du témoin d’environ 13.17 vs 49.41% du
contenu lipidique du yaourt en ces acides gras. De plus, durant cette période la fraction lipidique
des yaourts expérimentaux ne semble pas contenir d’ acide cis-11,14-ecosadiénoique (C20:2).

Par ailleurs, au 1* jour de stockage les yaourts additionnés d’extrait de menthe ont accusé un taux
d’AGI (28.51% LT) moins élevé (p<0.01) que le témoin (31.53% LT); alors qu’en fin de la
conservation au 20°™ jour le niveau d’AGI semble devenir comparable entre les deux produits
(30.98 vs 31.66 % LT).

Concernant, le contenu global des yaourts en acides gras saturés (AGS), les teneurs enregistrées
n’ont pas ¢été significativement influencé (p>0.05) par l'ajout de l'extrait hydrométhanolique de
Mentha piperita L. Contrairement au premier jour de stockage, 1’ajout d’extrait de menthe a
significativement (p<0.01) amélioré¢ de 7.5 % la teneur totale en oméga 6 dans le yaourt
expérimental en fin de la conservation au 20°™ jour.

Quant aux oméga 3(w-3), des augmentations significativement (p<0.01) de 11.83% et 6% dans
les yaourts supplémentés en extrait par rapport au yaourt snature respectivement ont été
enregistrées au 1% et 20°™ jour. Ces résultats se sont traduits au 1° jour de post acidification par
un rapport ®-6/ -3 significativement (p<0.01) plus réduit dans le yaourt a 1’extrait de la plante
étudiée (05.71% LT) que le témoin (6.76% LT) et des rapports comparables en fin de
conservation (5.26 vs 5.21% LT) (Tableau 35).
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Tableau 35. Profil en acides gras des yaourts expérimentaux (en % des lipides totaux).

Périodes 1¢ Jour 20%™¢ Jour Effet
Acides gras 0% },EHMMP 4% EHMMP 0% ],EHMMP 4% EHMMP | ’EHMMP
(Témoin) (Témoin)

Total des lipides (g/100g) 01.843 = 0.09 01.844 = 0.06 01.822 +0.03 01.831 + 0.05 p>0.05
C4:0 01.485°+0.07 01.5952+0.02 01.644*+0.03 01.377°+0.03 P<0.01
C6:0 01.286°+ 0.06 01.4142+0.02 01.329°+0.02 01.268°+ 0.03 P<0.01
C8:0 00.980°=+ 0.05 01.076*+ 0.01 01.003°+ 0.02 00.987°+0.02 P<0.05
C10:0 02.556°+0.13 02.8122+0.03 02.576°+ 0.04 02.585+ 0.05 P<0.01
C11:0 00.050 +0.00 00.033°+ 0.00 00.040°+ 0.00 00.050% + 0.00 P<0.01
C12:0 03.354°+0.17 03.636*+ 0.04 03.319°+ 0.05 03.402°+ 0.07 P<0.05
C13:0 00.091° £0.01 00.124*+ 0.00 00.100°+ 0.00 00.104°+ 0.00 P<0.01
C14:0 12.042 = 0.60 012.732+0.13 11.882 +£0.19 12.096 +0.25 p>0.05
C14:1 00.641 +0.03 00.585 +0.01 00.622 + 0.01 00.625 +0.01 p>0.05
C15:0 01.321 +£0.07 01.325 £0.01 01.304 +0.02 01.339+0.03 p>0.05
C16:0 35.249 +£1.75 36.840+ 0.38 35.075+ 0.57 35.564 +0.75 p>0.05
C16:1 02.173 £0.11 02.284 +0.02 02.266 + 0.04 02.300 +0.06 p>0.05
C17:0 00.666°+ 0.03 00.622°+0.01 00.632%+ 0.01 00.554°+0.01 P<0.01
C18:0 08.994 +0.45 09.291 = 0.10 09.140 = 0.15 09.424 +0.20 p>0.05
C18:1n9 24.1732+£1.20 21.335°+0.22 24317+ 0.40 23.5522+0.49 P<0.01
C18:2n6 02.766°+ 0.14 02.595¢+£0.03 02.816°+ 0.05 03.0822+0.07 P<0.01
C20:0 00.131°+ 0.01 00¢ 00.133%+ 0.00 00.149+ 0.00 P<0.01
C18:3n3 00.3384+ 0.02 00.401°+ 0.00 00.448°+ 0.01 00.5152+0.01 P<0.01
C20:1n9 01.148*+0.06 01.075°+0.01 00.941°+0.02 00.986°+ 0.02 P<0.01
C20:2 00.051%+ 0.00 00° 00° 00° P<0.05
C20:3n3 00.093°+0.01 00.081°+ 0.00 00.1182+0.00 00.094°+ 0.00 P<0.01
C22 00.062°+ 0.00 00.0004+ 0.00 00.076*+ 0.00 00.066°+ 0.00 P<0.01
C20:3n6 00.149°+ 0.01 00.157*+ 0.00 00.135°+0.00 00.123%+ 0.00 P<0.01
C24:0 00.1982+ 0.01 004 00.085°=+ 0.00 00.043°+ 0.00 P<0.01
AGS 68.462 +3.39 71.501 £0.75 68.338 £ 01.11 69.008 +1.45 p>0.05
AGI 31.5322+1.56 28.510°+ 0.30 31.6632+0.51 30.989% + 0.65 P<0.01
AGS/AGI 02.171°+0.11 02.508*+ 0.03 02.158°+ 0.04 02.227°+ 0.05 P<0.01
AGMI 28.140°+ 1.40 25.280%+ 0.26 28.146*+ 0.60 27.1752+£0.57 P<0.01
AGPI 03.398%+0.17 03.235°¢0.03 03.517°+ 0.06 03.8142+0.08 P<0.01
AGCCM 09.712°+0.48 10.567°+ 00.10 09.911°+0.16 09.669°+ 0.20 P<0.05
AGCL 90.300 +4.47 89.448 +0.93 90.090 + 1.46 90.328 +1.90 P>0.05
-3 00.4314£0.02 00.482°+ 0.01 00.566°+ 0.01 00.600* = 0.01 P<0.01
-6 02.915°+0.14 02.752¢+0.03 02.951°+ 0.05 03.2052+0.07 P<0.05
-6/ ®-3 06.764*+ 0.34 05.711°+ 0.06 05.214°+0.09 05.264° +0.11 p<0.01

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes et écarts types; Pour chaque groupe, le nombre de répétitions est de 03 (n = 03) ; EHMMP : Extrait
Hydrométhanolique de Mentha piperita L.; p<0.01: effet hautement significatif du facteur étudié (Taux d’extrait de menthe incorporés dans le
yaourt); p<0.05 : effet significatif du facteur étudié; p>0.05 : effet non significatif du facteur étudié. Les moyennes dans la méme ligne avec différents
souscriptions sont significativement différentes; MGT : matiére grasse totale ;C4:0 (acide butyrique) ; C6:0 (acide caproique) ; C8:0 (acide caprylique)
;5 C10:0 (acide caprique) ; C11:0 (acide undécanoique) ; C12:0 (acide laurique) ; C13 : 0 (acide tridécanoique) ; C14:0 (acide myristique) ; C14:1 (acide
myristoléique) ; C15:0 (acide pentadécanoique) ; C16:0 (acide palmitique) : C16:1 (acide palmitoléique) ; C17:0 (acide heptadécanoique) ; C18:1n9c
(acide oléique) ; C18:2n6¢ (acide linoléique) ; C20:0 (acide arachidique) ; C18:3n3 (acide a-linolénique) ; C20 : 1n9 (acide cis-11-ecosénoique) ; C20:2

(acide cis-11,14-ecosadiénoique) ; C20:3n3 (acide cis-11,14,17-ecosatriénoique) ; C22:0 (acide béhénique) ; C20 :

3n6 (Acide cis-8,11,14-

Eicosatriénoique) ; C24:0 (Acide lignocérique) ; AGS :Acides gras saturés; AGI :Acides gras insaturés ; AGS/AGI : rapport acides gras saturés/acides
gras insaturés ; AGMI : Acide gras mono insaturé : AGPI :Acide gras poly insaturé ; AGCCM : Acides gras a chaine courte et moyenne ;AGC L:
Acides gras a chaine longues ; ®-3:0méga 3 ; ®-6:0méga 6 ; ®-6/ ®-3 : rapport Oméga 6/ Oméga3.
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2. Discussion

2. 1. Etude phytochimique de I’extrait

L'extraction par solvant, notamment les alcools dont le méthanol, est la technique la plus
fréquemment appliquée pour la récupération des principaux composés phénoliques a partir d'une
matrice végétale. En effet, plusieurs chercheurs ont suggéré que 1'utilisation du méthanol aqueux
comme solvant d'extraction offre les meilleurs rendements par rapport a ceux obtenus avec le
méthanol absolu (Chatha et al., 2006 ; Sultana et al., 2007).

Dans la présente étude 1'extraction des composés bioactifs de Mentha piperita L., objet de I’étude
avec du méthanol aqueux a 80% (80 : 20 ; méthanol : eau ; v/v) selon la méthode décrite par
(Sultana et al., 2007) a généré un rendement (17.51) supérieur a celui obtenu par macération
dans du méthanol absolu d'une menthe poivrée récoltée en Iran (Ranjbar et al., 2020). Cette
différence serait probablement due a la composition différente des échantillons (Al-Zaben et al.,
2023) influencée par plusieurs facteurs dont la localisation géographique et le climat (Brahmi et
al., 2022). L’usage de I’eau a forte polarité au mélange alcoolique a faible polarité¢ lors de
I’extraction est également un facteur qui influence I’efficacité de I’extraction selon les
constatations de plusieurs chercheurs (Chatha et al., 2006 ; Sultana et al., 2007).

Le criblage phytochimique de cet extrait hydrométhanolique a montré sa grande richesse en
polyphénols et en flavonoides. L'abondance de ces deux groupes de composés phytochimiques
dans les extraits de menthe poivrée obtenus par usage du méthanol comme solvant d'extraction a
¢été signalée aussi par (Farnad et al., 2014). L'extrait analysé s'avére également renfermer des
stéroides, ainsi que des alcaloides et des tanins catéchiques. Ces résultats concordent a ceux
avancés par Valsala et al. (2021) et Gadaka et al. (2021) qui ont en outre rapporté la présence
des saponines dans 1'extrait méthanolique de feuilles de menthe poivrée ; alors que ces derniers
composés n'ont pas été détectées dans 1’extrait analysé qui semble éventuellement contenir des
coumarines et des traces de sucres réducteurs. La présence de tanins et de flavonoides dans
l'extrait méthanolique de menthe poivrée a également été confirmée par Pramila et al. (2012). En
outre, le criblage phytochimique a révélé une présence d’anthocyanes dans l'extrait expérimental.
A ce propos Farnad et al. (2014) ont trouvé aussi une présence de ces composés dans l'extrait
méthanolique Mentha piperita L. cultivée en Irak.

Par ailleurs, les méthodes d'analyses spectrophotométriques appliquées dans la présente étude a
l'extrait hydrométhanolique de Mentha piperita L. récoltée au Sahara Algérien plus précisément
dans la région de Ouargla ont quantifi¢ les proportions de composés phénoliques totaux et de
flavonoides totaux contenues dans la plante a environ 7.01 g EAG/100g PMP et a 3.87 g
EQ/100g PMP, successivement. Bien qu'il s'agit de la méme plante, Farnad et al. (2014) ont
révélé des teneurs plus faibles estimées respectivement a 3.33 g EAG/100 g PMP et 2.48 g
EQ/100 g PMP apres examen d'extrait de Mentha piperita L. récoltée en Irak obtenu par usage du
méthanol absolu comme solvant d’extraction. Cette différence des résultats est certainement due
au mélange méthanol/eau utilisé dans le cadre de cette étude dont la différence de polarité semble
extraire le maximum de composés bioactifs. La présence d'alcool aurait, ainsi, augmenté la
solubilité des solutés, tandis que l'eau a favoris¢ sa désorption de la matrice de 1'échantillon
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(Mustafa et al., 2011). Il a été indiqué dans la littérature que les solvants absolus ne sont pas en
mesure de fournir une extraction suffisamment efficace des composés phénoliques comparés aux
solvants aqueux (Safdar et al., 2017). Ceci est dii a la présence de fortes liaisons hydrogene
¢tablies entre les protéines de la matrice végétale et les composés phénoliques, entrainant une
réduction de leur solubilité, tandis que la présence de 1'eau en mélange avec ces solvants permet
de fragiliser ces liaisons tout en favorisant une plus grande solubilité¢ de ces substances (Wissam
et al., 2012).

De nombreuses études ont démontré l'efficacité du méthanol aqueux par comparaison au
méthanol absolu a récupérer les plus importantes quantités de composés phénoliques a partir des
feuilles de Moringa oleifera (Siddhuraju et al., 2003) et du son de riz (Chatha et al., 2006). De
leur coté, Anwar et al. (2006) sont parvenus a extraire des composés antioxydants contenus dans
diverses matic¢res végétales, a savoir le son de riz, le son de blé, le gruau et les enveloppes
d'avoine, les grains de café, les écorces d'agrumes et les feuilles de goyave en utilisant du
méthanol aqueux a 80% (méthanol : eau ; 80 : 20 ; v/v) comme solvant d'extraction.

Par ailleurs, l'extrait hydrométhanolique de Mentha piperita L. récolté¢ en Algérie dans le cadre de
cette étude a enregistré une faible teneur en tannins (0.07 mg EC/g PMP) comparativement a
l'extrait méthanolique de cette méme espéce végétale récoltée en Inde (2.0 mg/g PMP) (Sujana
et al., 2013). Il est bien établi que les rendements d'extraction ainsi que la qualité des substances
bioactives des plantes ne sont pas influencés uniquement par la nature du solvant d’extraction;
mais aussi par plusieurs autres facteurs dont notamment le climat et 'emplacement géographique
(Brahmi et al., 2022).

D’apres (Trivellini et al., 2016), les plantes appartenant a la famille des Lamiacées sont bien
reconnues d'étre une excellente source d'acides phénoliques dont I'acide rosmarinique réputé pour
ses propriétés antivirales, antibactériennes, antioxydantes, anti-inflammatoires et
immunostimulant (Zgérka & Glowniak, 2001). C'est aussi un antiplaquettaire, un hépato-
protecteur, un inhibiteur d'oxyde nitrique et un vaso-relaxant (Nugroho et al., 2012). Selon les
résultats de l'analyse chromatographique liquide couplée a la spectrophotométrie de masse (LC-
MS/MS) appliquée dans la présente étude, l'extrait hydrométhanolique de Mentha piperita L.
s'avere contenir un taux trés important d'acides phénoliques estimé a 93.80% dont la plus grande
partie est constituée d'acide rosmarinique qui représente environ 92.57% de la totalité des acides
phénoliques quantifiés. Avec une teneur de 346.875 mg/g d'extrait hydrométhanolique sec de
Mentha piperita L., l'acide rosmarinique, qui est un ester d'acide caf€éique (acide 3.,4-
dihydroxycinnamique) et d'acide 3,4-dihydroxyphényllactique (DHPL) (Petersen, 2013) a
constitué dans l'extrait examiné le principal composé phénolique représentant 86.83% de la
totalité des substances phytochimiques identifiées. Ces résultats concordent a ceux rapportés par
Kiirekci & Beyazit (2022) ou l'acide rosmarinique a été détecté en tant que composé biactif
majeur dans l'extrait hydrométhanolique de Mentha piperita L. récoltée en Turquie avec un taux
seulement de 10.505 mg/g d'extrait sec. Ce taux reste, toutefois, 33 fois plus faible que celui de
I’extrait expérimental entrepris dans la présente étude.

De leur c6té, Elansary et al. (2020) ont indiqué que 1'extrait méthanolique des feuilles de Mentha
piperita L. provenant de I'Arabie Saoudite renferme diverses acides phénoliques a savoir l'acide
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chlorogénique, l'acide protocatéchuique, l'acide caféique et l'acide rosmarinique quantifié en
majorit¢ a une forte proportion de 15.476 mg/g d’extrait sec. Cette concentration d'acide
rosmarinique apparait, néanmoins, 22 fois plus faible que celle contenue dans 1’extrait de menthe
poivrée étudié. Zgorka & Glowniak (2001) ont également démontré la prédominance de l'acide
rosmarinique parmi les autres composés essentiels identifiés dont les acides protocatéchique,
gentisique, chlorogénique, caféique et p-coumarique.

Les résultats expérimentaux ont ¢galement montré la présence d'autres acides phénoliques dans
l'extrait hydrométhanoliquede la plante étudiée a savoir les acides quinique, caféique,
chlorogénique, protocatéchique et p-coumarique a des teneurs respectives de 23.403, 01.506 ,
01.408, 0.884 et 00.367 mg/g d'extrait sec. Ces valeurs sont bien plus élevées que celles
rapportées par Kiirekei & Beyazit (2022) qui ont mis en évidence la présence dans l'extrait
méthanolique de Mentha piperita L. des acides quinique, -caféique, chlorogénique,
protocatéchique et p-coumarique a des taux de 2.243 ,0.625 , 0.125, 0.363 et 0.194 mg/g
d'extrait sec, successivement.

Il convient de noter qu'avec une teneur de 23.403 mg/g d'extrait sec, l'acide quinique semble
constituer 5.76% du total des composés phytochimiques quantifiés dans cette recherche et
représente ainsi le second composé majoritaire chez la menthe poivrée récoltée en Algérie juste
apres l'acide rosmarinique. Cet acide peut étre converti au niveau du tractus gastro-intestinal en
tryptophane et en nicotinamide par la microflore intestinale, fournissant ainsi au consommateur
une source physiologique in situ de ces composants métaboliques essenticls (Hanalp et al.,
2023). Le tryptophane joue un role important dans de nombreuses fonctions métaboliques, tout
particuliérement il collabore au bon fonctionnement de 1'axe cérébro-intestinal et du systéme
immunologique, a la résolution des troubles cognitifs, de I'anxiét¢é ou des maladies
neurodégénératives, ainsi qu'au traitement de la dépression et des troubles du sommeil de par son
role de précurseur de la sérotonine et de la mélatonine (Kaluzna-Czaplinska et al., 2019).
Quand a la nicotinamide, qui est un mononucléotide naturel et biologiquement actif, elle possede
d'excellentes activités pharmacologiques, notamment contre le vieillissement, les maladies
cardiovasculaires et neurodégénératives (Liu et al., 2023).

En outre l'acide chlorogénique, qui est un ester de l'acide caféique et de l'acide quinique (Gil
& Wianowska, 2017) a été estimé a 01.408 mg/g d'extrait sec dans la présente étude. Il est bien
prouvé que cet acide présente un fort pouvoir antioxydant et exerce des activités antivirales
multiples contre le virus de I'immunodéficience humaine (VIH) (McDougall et al., 1998 ;
Tamura et al., 2006 et Hanalp et al., 2022).

Par ailleurs, avec des teneurs de 9.791 et 4.827 mg/g d'extrait sec enregistrées, respectivement,
pour le cyranoside et la cosmosiine, ces deux flavones représentent les concentrations les plus
¢levées parmi les 14 flavonoides identifiés et quantifiés dans la présente recherche. Nos résultats
sont trés proches de ceux rapportés par Kiirekei & Beyazit (2022) qui ont signalé aussi une
présence de cyranoside et de cosmosiine a des teneurs de 8.545 et 8.489 mg/g d'extrait sec,
respectivement, dans l'extrait hydrométhanolique de Mentha piperita L. cultivée en Turquie. La
présence de cyranoside dans l'extrait méthanolique de Mentha piperita L. a une concentration
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(1.628 mg/g d'extrait sec) six fois plus faible que dans la présente étude a été également rapportée
par (Elansary et al., 2020).

La lutéoline dont les effets bénéfiques sur la santé sont bien prouvés grace a ses propriétés anti-
inflammatoires et antioxydantes (Manzoor et al., 2019) a ¢galement ét¢ identifiée dans I’extrait
hydrométhanolique de la plante objet de la présente étude a une teneur assez importante de
I’ordre de 0.755 mg/g d'extrait sec, ainsi que d'autres flavonols dont l'acacétine (0.697 mg/g
d'extrait sec), l'apigénine (0.294 mg/g d'extrait sec) et la chrysine (0.005 mg/g d'extrait sec).
Excepté la chrysine, la présence de ces composés bioactifs a des taux variables dans l'extrait
méthanolique de menthe poivrée a été¢ éventuellement avancée dans une étude menée par
Kiirekci & Beyazit (2022).

Par ailleurs, plusieurs auteurs suggerent que la menthe poivrée est riche en flavanones, dont la
naringénine et I'hespéridine (Fecka & Turek, 2007 ; Mahendran & Rahman, 2020). En effet,
cette étude a montré aussi une teneur en hespéridine assez intéressante estimée a 4.213 mg/g
d'extrait sec de la plante et qui représente 1.05% du total des composés phytochimiques identifiés
la classant ainsi en 5™ position parmi les composés phénoliques majeurs identifiés dont 1'acide
rosmarinique, 1'acide quinique, le cyranoside et la cosmosiine. Deux autres flavanones a savoir
I'hespérétine et la naringénine (0.237 et 0.174 mg/g d'extrait sec, respectivement) ont été
¢galement retrouvés dans I’extrait de menthe poivrée récolté en Algérie.

En outre, I’extrait analysé semble renfermer aussi 4 flavonols dont Rutine, isoquercitrine,
Astragaline et Kaempférol a des teneurs respectives de 0.603, 0.36, 0.071 et 0.044 mg/g d'extrait
sec, ainsi qu'un isoflavone (génistéine) et un seul aldéhyde phénolique (l'aldéhyde
protocatéchuique) a des taux de 0.057 et 0.172 mg/g d'extrait sec, successivement. Certains de
ces résultats concordent bien a ceux rapportées par Kiirekci & Beyazit (2022) qui ont recensé
¢galement dans I'extrait méthanolique d’une menthe poivrée récoltée en Turquie une présence
d’Astragaline, de Kaempférol et d’aldéhyde protocatéchuique a des teneurs respectives de 0.151 ,
0.009 et 0.048 mg/g d'extrait sec; alors que pratiquement I’extrait semble étre exempte de rutine,
d'isoquercitrine et de genistéine.

2.2. Potentiel antioxydant de I’extrait

Etant donné que la valeur IC50 est négativement liée a l'activité antioxydante, l'extrait
hydrométhanolique de Mentha piperita L. analysé dans la présente étude, affiche un pouvoir
inhibiteur appréciable qui s’est traduit par de faibles valeurs IC50 estimées a 3.25 et 2.54 mg de
lyophilisat d'extrait de menthe/ml obtenues par piégeage des radicaux DPPH et ABTS,
respectivement. Bien que l'extrait expérimental semble bien avoir un potentiel antioxydant
inférieur a celui des standards, qui ont montré des valeurs d’IC50 plus faibles de 0.16 et 1.36 mg
d’acide ascorbique /ml et de 0.03 et 1.17 mg quercétine obtenus selon les deux tests de DPPH et
d'ABTS respectivement, son potentiel antioxydant s’est révélé considérablement plus élevé que
celui démontré par Farnad et al. (2014) dans une étude portant sur 1'extrait au méthanol absolu
d'une menthe poivrée cultivée en Irak qui a affiché d’aprés le test de DPPH une IC50 de 14.77
mg/ml et témoignant ainsi une activité antioxydante nettement plus faible que celle indiquée dans
la présente étude. La présence d'eau a 20% dans le solvant d’extraction hydrométhanolique
semble induire une extraction plus avantageuse des composés phénoliques contenues dans la
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menthe poivrée qui par voie de conséquence ont amélioré le pouvoir antioxydant de l'extrait
¢tudié (Roshanpour et al., 2023). Les mémes constatations ont été¢ avancées par de nombreux
chercheurs qui ont attribué en majorité l'activité antioxydante des extraits des plantes a la
présence de composés phénoliques qui par leurs propriétés redox agissent comme des agents
réducteurs, donneurs d'hydrogene et piégeurs d'oxygeéne singulet (Russo, 2018 ; Benouchenne et
al., 2021). Parmi ces composés, les flavonoides sont les principaux acteurs de cette activité anti-
radicalaire en vue de leur qualit¢ de donneur d'hydrogéne li¢ aux structures cycliques
aromatiques (Gulcin, 2020).

L'acide rosmarinique, qui est notamment le composé phénolique le plus dominant dans l'extrait
hydrométhanolique de Mentha piperita L., étudié a coté du cyranoside et de la cosmosiine qui
viennent de suite en terme de quantité, contribueraient efficacement a renforcer l'activité
antioxydante de 1’extrait analysé étant donné que leur fort pouvoir a inhiber les radicaux DPPH a
été rapporté par plusieurs auteurs (Elansary et al., 2020). L'hespéridine et 1'hespérétine qui ont
été retrouvés dans D’extrait étudié¢ se sont également révélées étre de puissants piégeurs des
radicaux DPPH et ABTS (Choi et al., 2022).

Il convient, éventuellement, de noter que 1'effet antioxydant des extraits des plantes dépend non
seulement de la teneur en composés phénoliques qu'ils contiennent ; mais aussi des effets
synergiques de ces composés (Hajimehdipoor et al., 2014). Nos résultats ont montré aussi la
présence dans I’extrait hydrométhanolique de menthe étudié¢ d’un véritable mélange de composés
phénoliques dominé particuliérement par I’acide rosmarinique en plus d’un acide non phénolique
(acide fumarique) dont l'effet synergique sur l'activité antioxydante des flavones a été déja
démontré in vitro par (Zhang et al., 2022) .

En fin, les résultats de la présente étude ont dévoilés que I’IC50 de I’extrait hydrométhanolique
évaluée par le test a 'ABTS a affiché des valeurs réduites (2.51 mg/ml) comparativement a celle
obtenue avec le test DPPH (3.26 mg/ml) pour le méme extrait. Cela serait la conséquence de la
présence dans l'extrait analysé de substances dont le spectre d'absorption se situe a la méme
longueur d'onde que celui du radical ABTS, ce qui s’est traduit par une augmentation des valeurs
de 'absorbance (Sarr et al., 2015 ; Dieng et al., 2017).

2.3. Impact antimicrobien de I’extrait de Menthe sur les bactéries starters du yaourt

La menthe poivrée est I'une des plantes médicinales les plus consommées au monde. Elle est
considérée comme une source importante de métabolites a usage nutritionnel présentant des
caractéristiques antibactériennes (Mahmoudi et al., 2019).

Effectivement, la méthode de contact direct appliquée dans la présente étude chez S.thermophilus
et L.bulgaricus a fait ressortir un effet antibactérien trés marquant induit par l'extrait
hydrométhanolique de Mentha piperita L.,envers les deux germes dont les taux de croissance ont
diminué d’une maniére hautement significative (p<0.01) au fur et & mesure que la concentration
de l'extrait augmente de 20 a 80% ; soit des baisses de la prolifération bactérienne variables de
81.74 a 9.80% pour les S.thermophilus et de 66 a 8.33% pour les L.bulgaricus, respectivement.
Quant a I'extrait pur non dilué et concentré a 100%, il a enregistré un taux de croissance nul pour
les deux germes lactiques spécifiques du yaourt étudié.
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L'augmentation des diamétres des zones d'inhibition induites par des concentrations croissantes
d'extrait évalué par le test de diffusion sur disque vient confirmé ces résultats, en révélant une
activité inhibitrice remarquable de I’extrait hydrométhanolique de menthe poivrée concentré a
100% et en indiquant par voie de conséquence des diamétres d'inhibition remarquables de 10.67
mm chez S. thermophilus et de 17.33 mm chez L.bulgaricus.

A ce propos, de nombreux auteurs ont également signalé la sensibilité plus ou moins importante
de ces deux bactéries lactiques du yaourt a croitre convenablement en présence d’extraits
hydroalcooliques de quelques plantes médicinales riches en composés phénoliques notamment
de Mentha piperita L. (Ait Chabane et al., 2021) et de Thymus vulgaris L. (Khelifi et al., 2018).

La concentration minimale inhibitrice (CMI) de ces deux germes a été obtenue a 40% d’extrait ;
alors que les CMB ont été observées respectivement a 60% d’extrait chez S.thermophilus et a
40% chez L.bulgaricus. Par ailleurs, d’apres les rapports CMB/CMI inférieurs a 2 (Denis et al.,
2011), l'extrait examiné s’est révele exercer un effet de type bactéricide chez les deux germes
étudiés.

Apparemment, la multiplication des bactéries starters de yaourt a Gram positif ne commence a
apparaitre que pour de fortes concentrations d'extraits phénoliques supérieures a 40%. Cette effet
antibactérien de l'extrait hydrométhanolique de Mentha piperita L. a été¢ mis en évidence par de
nombreuses études chez particulierement les bactéries pathogeénes. A ce propos, les bactéries a
Gram positif ont été les plus sensibles que celles a Gram négatif (Hussein et al., 2020). Cette
sensibilité¢ pourrait trouver une explication dans la présence de lipopolysaccharides hydrophobes
dans la membrane externe des bactéries a Gram négatif contrairement aux germes a Gram positif,
offrant ainsi a celles-ci une protection contre les agents antibactériens dont les composés
phénoliques. Une telle structure fait obstacle a la dépolarisation et a la formation de pores, et par
conséquent a la perméabilité de la membrane (Ebbensgaard et al., 2018 ; Hussein et al., 2020).

Les résultats de 'analyse LCMS/MS ont permis de voir une prédominance remarquable de 1'acide
rosmarinique signalé par plusieurs auteurs comme ayant un fort pouvoir antibactérien (Righi et
al., 2020 ; Elansary et al., 2020 ; Hitl et al., 2021) via sa capacité ¢élevée d'insertion démontrée
sur la membrane cellulaire des bactéries a gram positif (Righi et al.,2020). Ainsi, une partie
importante de 'activité antibactérienne serait sans doute attribuée a ce composé étant donné qu’il
a été retrouvé majoritairement dans 1’extrait étudié. D'autres acides ont assurément contribué a
cette action antibactérienne entre autres l'acide caféique reconnu comme étant trés inhibiteur de la
croissance des germes Staphylococcus aureus (Luis et al.,, 2014). Il est aussi évident que
l'activité antibactérienne de 1’extrait objet de la présente étude pourrait également étre associée
aux flavonoides par leur facult¢ de se combiner aux protéines extracellulaires et solubles
nécessaires a la croissance cellulaire (Référence) (Zharif et al., 2018), IIs agissent également sur
les membranes des cellules bactériennes en provoquant la détérioration des bicouches
phospholipidiques et l'inhibition de la chaine respiratoire (Yan et al., 2024). D’aprées, Sujana et
al. (2013) les flavonoides les plus lipophiles sont capables de détériorer remarquablement les
membranes microbiennes dont les conséquences peuvent évoluer a la mort de la bactérie.

D'autres métabolites secondaires détectés dans la menthe poivrée récoltée en Algérie tels que la
lutéoline et l'apigénine dont l'action antibactérienne a 1'égard de certains germes tels que les

149



Partie 3. Résultats et Discussion Chapitre II : Effets d’ajout d’extrait hydrométhanolique
de Mentha piperita L. sur la qualité d’un yaourt étuvé.

Staphylococcus aureus a Gram positif a été rapportée par (Kapp et al, 2020) peuvent
éventuellement contribuer a expliquer les aptitudes antibactériennes de 1’extrait étudié vis-a-vis
des deux germes de yaourt testés a savoir S. thermophilus et L. bulgaricus.

En outre, l'activité antibactérienne de I’extrait peut étre en relation aux effets synergiques des
multiples composés bioactifs constitutifs (Dorman et Deans, 2000 ; Antolak et al., 2018 ;
Hussein et al., 2020 ; Ait Chabane et al., 2021). Cet effet synergique n’a pas été vérifié dans
cette ¢tude ou plus de 5 composés phénoliques dominant ont ét¢ détectés dans 1’extrait étudié
dont I'acide rosmarinique, l'acide quinique, le cyranoside, la cosmosiine et I’hespéridine.

2.4. Qualité des yaourts a ’extrait de Mentha piperita L.
2.4.1. Bactéries spécifiques du yaourt

Les résultats du dénombrement des bactéries lactiques des yaourts expérimentaux ont montré
durant les deux premicres heures de fermentation un retard de la croissance des L.bulgaricus (Lb)
par rapport aux S.thermophilus (St) qui tolérent mieux le pH neutre et assimilent plus
efficacement les acides aminés et les oligo-¢léments déja présents dans le milieu (Sieuwerts,
2016).

Une autre explication possible et évidente de la forte présence de S.thermophilus par rapport au
L.bulgaricus serait I'inoculation du lait par une culture de départ plus riche en St qu'en Lb avec un
rapport de 2 fois St sur 1 fois Lb. Cependant, Robinson (2002) a rapporté que méme avec une
culture de départ de 1 :1 (1 St /1 Lb) le germe St a représenté une proportion d'environ 75 a 85%
des cellules viables présentes dans le yaourt. Ceci n’a pas été cohérent avec nos résultats du
moment que ce niveau de ratio St/Lb n'a pas été atteint en raison probablement de plusieurs autres
facteurs censés avoir influencer la prolifération des bactéries starters du yaourt, notamment le
type et la quantité d'inoculum appliqué, le temps d'incubation et de stockage, et la disponibilité
des nutriments dans le milieu (Cais-Sokolinska & Pikul, 2004 ; Najgebauer-Lejko et al.,
2011).

A la fin de la fermentation, une augmentation du nombre de L.bulgaricus a été constatée, ce qui
serait attribuable a un environnement plus propice a leur développement, notamment ’acidité
relativement élevé du milieu et la disponibilité plus ou moins importante des métabolites servant
de facteurs de croissance fournis par S.thermophilus. En effet, bien que ces deux bactéries
lactiques soient en mesure de fermenter le lait individuellement, leur action conjointe en co-
culture réduirait le temps de fermentation. Elles réagissent les unes avec les autres en symbiose
dans une relation appelée protocoopération (Yamauchi et al., 2023) au sein de laquelle
S.thermophilus produit les métabolites indispensables pour accélérer la croissance de
L.bulgaricus dont les acides pyruvique, formique et folique, ainsi que le dioxyde de carbone et en
échange L.bulgaricus dégrade les caséines du lait, grace a sa protéase et fournit ainsi des peptides
et des acides aminés libres assimilables par S.thermophilus dont la croissance se voit alors
stimulée (Yamamoto et al., 2021 ; Yamauchi et al., 2018 ; Xue et al., 2023 ; Ge et al.,2024).

Cependant, I'analyse de variance a révélé, pendant toute la période de post-acidification, un effet
hautement significatif (p<0.01) de l'ajout de l'extrait hydrométhanolique de Mentha piperita L.
sur le développement des deux bactéries étudiées dans les yaourts expérimentaux dont le nombre
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comparativement au témoin a eu tendance a diminuer remarquablement en fonction de
I'augmentation des doses d'extrait incorporés.

Nos résultats sont en accord avec ceux rapportés par Ait Chabane et al. (2021) qui suggérent que
'ajout d’extrait hydroalcoolique de Mentha piperita L.au cours du procédé d’élaboration d’un
yaourt étuvé entraine une baisse notable du contenu en germes S.thermophilus et L.bulgaricus
viables dans le produit fini. Cette incidence négative sur les bactéries stater du yaourt a été
¢galement constatée lors de 1'enrichissement du yaourt par l'extrait hydrométhanolique de Thymus
vulgaris (Khelifi et al., 2018) et par les extraits des thés noir, vert et blanc (Muniandy et al.,
2017).

L'effet antibactérien de I'extrait hydrométhanolique de Mentha piperita L. vis-a-vis des germes
S.thermophilus et L.bulgaricus étudiés résulte surtout de sa richesse en acide rosmarinique,
largement reconnu pour son puissant effet antimicrobien grace a sa capacité a altérer la paroi
bactérienne (Righi et al., 2020 ; Elansary et al., 2020 ; Hitl et al., 2021). De plus, d'autres
acides comme l'acide caféique ont été retrouvés a de fortes concentrations dans I'extrait
expérimental tout comme les flavonoides qui jouent un rdle crucial dans I’inhibition de la
croissance bactérienne en perturbant les protéines nécessaires a leur développement et en
endommageant leurs parois cellulaires (Luis et al., 2014). Des métabolites secondaires tels que la
lutéoline et 'apigénine, présents dans la menthe poivrée algérienne, pourraient sans doute aussi
contribuer a l'activité antibactérienne observée chez les germes lactiques étudi¢s, comme cela a
¢été constaté chez Staphylococcus aureus a Gram positif (Kapp et al., 2020).

Cependant, ces composés phénoliques agissent différemment sur la croissance bactérienne selon
la souche microbienne, la structure des polyphénols et le dosage utilis¢é (Hervert-Hernandez et
al., 2009). D’apres plusieurs études (Dorman et Deans, 2000 ; Antolak et al., 2018 ; Hussein et
al., 2020 ; Ait Chabane et al., 2021), I’efficacité antibactérienne de l'extrait résulte surtout de
I’interaction synergique entre les nombreux composés bioactifs constitutifs.

Il convient de noter qu'au terme de la période de fermentation qui a duré 4 heures, les yaourts
enrichis a des doses de 2, 4 et 6% d'extrait hydrométhanolique de menthe poivrée ont présenté un
nombre total de S.thermophilus et L.bulgaricus fluctuant dans la fourchette de 89.10°a 165.10°
UFC/g. Ces valeurs restent conformes aux normes admises dans le Codex Alimentarius (Joint
FAO/WHO, 2003) qui stipulent que le yaourt doit contenir en terme de fabrication un nombre de
germes spécifiques vivants d’environ 10° UFC/g.

2.4.2. Qualité physicochimique

Les résultats de mesure du pH ont montré une diminution significative (p<0.01) des valeurs allant
de 6.46 a 4.55 en moyennes respectivement du début de la fermentation au 21°™ jour de post-
acidification. Cette baisse du pH a été accompagnée durant cette période d'une augmentation
significative (p<0.05) et proportionnelle de 18.33 a 85.91°D en moyennes de l'acidité des
produits dont la viabilité et ’activité des bactéries de démarrage ensemencés dans les yaourts
expérimentaux semblent se poursuivre pendant toute la période de stockage de 21 jours au froid
positif de 6°C. Ces bactéries peuvent générer du lactate par fermentation du lactose constitutif du
lait qui acidifie par voie de conséquence progressivement les yaourts tout en réduisant au fur et a
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mesure le pH du milieu (Accolas et al.,, 1977 ; Zourari et al., 1992).Ce paramétre d'acidité
constitue un facteur important ayant un impact a la fois sur la durée de conservation, ainsi que sur
I’acceptabilit¢ du produit aux plans de la fraicheur et des qualité rhéologiques par les
consommateurs (Al-Otaibi & El Demerdash, 2008). Cependant, les valeurs de pH et d'acidité
ont été significativement (p<0.01) affectées par l'incorporation de l'extrait hydrométhanolique de
menthe poivrée dans le yaourt avec des valeurs de pH qui ont augmenté proportionnellement aux
doses d'extrait ajoutées de 4.58 pour le témoin sans extrait a 5.29 pour le yaourt additionné a une
dose extréme de 6% d'extrait a la fin de la fermentation, et des variations (p<0.01) respectives de
4.21 2 4.79 a la fin de la période de post acidification au 21°™ jour de conservation.

Contrairement au pH, les valeurs de l'acidité dans les deux produits expérimentaux ont diminué
(p<0.01) en fonction des doses d'extrait additionnées de 80.33 a 69.55 °D apres 4 heures de
fermentation et de 98.50 a 72.85 °D au 21°™ jour de post acidification. Nos résultats sont en
accord a ceux mentionnés dans de nombreux travaux de recherche portant sur la supplémentation
des yaourts par des extraits hydrométhanoliques de 7hymus vulgaris L. (Khelifi et al., 2018) et
d’Origanum vulgare L. (Shahbazi & Shavisi, 2019) ayant démontré une nette réduction de
l'acidité et 1'augmentation du pH en fonction des doses d'extrait ajoutées riches en principaux
composés bioactifs. Il est trés probable que ces réponses sont dues a une atténuation de la
production du lactate par les bactéries de culture du yaourt en raison d'une baisse de leur
développement influencée par les multiples composés phénoliques tels l'acide rosmarinique,
l'acide caféique, le lutéoline et l'apigénine contenus dans 1’extrait incorporé notamment a de
fortes doses et dont le pouvoir antibactérien a été reconnu contre de nombreux germes (Luis et
al., 2014 ; Elansary et al., 2020 ; Kapp et al., 2020 ; Hitl et al., 2021). La littérature a rapportg,
par ailleurs, différentes valeurs d'acidité titrable des yaourts selon le constituant d’origine végétal
ajouté. Khelifi et al. (2018) ont indiqué au cours de 21 jours de conservation au froid positif de
6°C des valeurs d'acidité qui ont diminué de 94 a 72 °D dans les yaourts préparés avec l'extrait de
Thymus vulgaris L., a des doses variables de 0 a 8%. Des teneurs qui ont augmentées de 78 a 103
°D ont été enregistrées au cours des mémes périodes pour des yaourts enrichis en farine de
lentilles a différentes doses (Benmeziane et al., 2021). Alors que pour des yaourts supplémentés
en pectine a faibles doses de 0 a 0.6%, les valeurs moyennes d'acidité¢ ont varié entre 95.12 et
96.69 °D au cours de toute la phase de post-acidification (Arioui et al.,2017). Cette diversité
dans les valeurs d'acidité constatées peut-€tre attribuée a plusieurs facteurs du milieu, notamment
la présence des facteurs de croissance des bactéries lactiques, favorisant ainsi leur activité
fermentaire productrice de lactate (Paucean et al., 2018), ainsi que des composés phénoliques a
action antimicrobienne contenus dans les extraits de plantes médicinales, dont l'effet sur les
bactéries & Gram positif a ét¢ confirmé par (Wei et al., 2023); mais aussi a la dose et le pouvoir
acidifiant du ferment utilis¢ (Vénica et al., 2018). Cependant, au terme de la période de post
acidification aprés 21°™ jour de conservation au froid, il apparait clairement que les valeurs
d'acidité mesurées dans les yaourts avec ou sans ajout d'extrait de menthe poivrée sont
conforment a la normale de moins de 1.5 g d'acide lactique/100 g de yaourt rapportée par (De
Moura et al., 2019). Il convient de noter aussi que le yaourt additionné a 2% d'extrait a présenté
une acidité trés proche (p>0.05) de celle du témoin en raison probablement d'une plus faible
altération des bactéries lactiques productives du lactate par le faible contenu en composés
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phénoliques antimicrobiens de cette dose par rapport aux doses séveres de 4 et 6% trés concentrés
en composés bioactifs.

La viscosité qui est considérée comme l'un des facteurs déterminant de la stabilité du caillé
lactique et donc de la qualité rhéologique du yaourt (Celik & Temiz, 2022) a eu tendance a
augmenter avec le temps dans tous les échantillons de yaourt traités ou non avec I’extrait
phénolique de Mentha piperita L. en accusant des valeurs qui ont varié de 0.86 a 3.47 m%/s en
moyenne du début a la fin de la fermentation et qui ont continué a rehausser au cours du stockage
pour atteindre une valeur moyenne maximale de 54.38 m%/s aprés 21 jours de stockage a 6°C.
Cette progression de la viscosité provient du processus de fermentation établi par les deux
souches spécifiques du yaourt a savoir S.thermophilus et L.bulgaricus qui se poursuit méme
pendant la période de post-acidification, en acidifiant de plus en plus le lait et en entrainant divers
changements, dont la dissolution progressive du phosphate de calcium colloidal et la perte de la
charge négative des micelles de caséine, lesquelles fixent davantage de protons et deviennent de
moins en moins solubles, puis elle s'agrégent au pH isoélectrique aux alentours de 4.6 conférant
ainsi au yaourt une structure visqueuse (Koutina, et al., 2015). La viscosité du yaourt peut aussi
étre renforcée par les exopolysaccharides produits par les deux germes spécifiques du yaourt dont
particulierement les Streptococcus thermophilus qui démarrent la fermentation lactique (Cerning
1990 ; Laws et al. 2001). Ces composés glucidiques constitués surtout de galactose et de glucose
(Rul, 2017) peuvent augmenter la viscosité et la qualité rhéologique du yaourt en se liant non
seulement aux caséines du lait (Sahan et al., 2008 ; Haroune, 2022), mais aussi en empéchant la
synérese par fixation des molécules d'eau constitutives (Nikitina et al., 2023).

Au cours des deux périodes expérimentales de fermentation et de post-acidification, la
supplémentation du yaourt en extrait hydrométhanolique de Mentha piperita L. semble altérer
significativement (p<0.01) la viscosité des produits dont les valeurs avaient tendance a diminuer
de 52.33 a 35.16 m%/s au terme de la fermentation et de 80.65 a 54.24 m?/s au 21°™ jour de
réfrigération respectivement pour le témoin et le yaourt additionné d'extrait a la dose séveére de
6%. Dans ce contexte, plusieurs auteurs ont avancé aussi des baisses de la viscosité des yaourts
suite a un renforcement des produits en extraits riches en composés phénoliques des feuilles de
thé vert (Shokery et al., 2017), de thym (Khelifi et al., 2018) et de noyer (Shiravani & Ansari,
2020). Cette réduction de la viscosité est certainement due a la présence dans l'extrait de menthe
de composés bioactifs capables de limiter la coagulation des protéines du lait et leur
solubilisation partielle dans le milieu aqueux (Haroune, 2022). A ce propos, il a été rapporté que
les composés phénoliques contenus dans les extraits des plantes ajoutés a de fortes doses peuvent
par liaison aux protéines du lait former des complexes insolubles en limitant leur solubilisation
partielle dans le milieu aqueux tout en réduisant la viscosité et la qualité rhéologique des yaourts
(Ramaswamy & Basak, 1992 ; Szoltysik et al., 2021). Une explication plus plausible de la
réduction de la viscosité du yaourt serait I'inactivation de la production des exopolysaccharides
par S.thermophilus et L.bulgaricus sensibles aux composés phénoliques a effet antibactérien
démontré notamment vis-a-vis des germes a Gram positif (Lobiuc et al., 2023).
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2.4.3. Qualité organoleptique

En terme de qualité organoleptique, les laits fermentés dépendent dans une large mesure de la
perception sensorielle d’un ensemble complexe de critéres tels la texture, l'apparence et la
présence d'ingrédients aromatiques (Smit et al., 2005).

Dans la présente étude, l'analyse sensorielle des produits laitiers fermentés expérimentaux a
montré globalement de meilleurs scores organoleptiques pour le témoin et les yaourts préparés a
2 et 4% d'extrait hydrométhanolique de Mentha piperita L.

En ce qui concerne l'acidité, la fraicheur et l'arriére-goit, ces trois caractéristiques gustatives
semblent étre maintenues de manicre satisfaisante dans le yaourt contenant 2% d'extrait et dans
une moindre mesure dans celui préparé avec 4% d'extrait, par rapport au yaourt t¢émoin. En effet,
les notations obtenues dans la présente étude pour ces trois critéres sensoriels ont montré une
meilleure acceptation par les panélistes du yaourt additionné de 2% d'extrait hydrométhanolique
de Mentha piperita L. ayant presque les mémes notations que le yaourt témoin, depuis le 7™
jusqu'au 21°™ jour de de stockage au froid de 6°C. Alors qu'a plus de 4% d'extrait ajouté, le
yaourt a été¢ considéré comme désagréable par le panel de dégustation en raison du gott fade qui
semble étre la conséquence d'une faible production d'acide lactique liée a une diminution du
nombre de bactéries lactiques spécifiques de démarrage (S. thermophilus et L. bulgaricus) altéré
principalement par l'effet antibactérien avérés des principaux composés phénoliques dominant
retrouvés dans 1’extrait de menthe poivrée étudiée dont I’acide rosmarinique, 1'acide caféique, le
lutéoline et I'apigénine (Luis et al., 2014 ; Elansary et al., 2020 ; Kapp et al., 2020 ; Hitl et al.,
2021).

Par ailleurs, en plus du lactate et des composés aromatiques habituels (acétaldéhyde, acétone,
acétoine et diacétyle) développés par les deux bactéries spécifiques S. thermophilus et L.
bulgaricus au cours de leurs croissance dans le milieu, le rajout d'extrait de menthe a une faible
dose de 2% semble apporter au produit des traces de nouveaux composés aromatiques contenus
dans les feuilles de Mentha piperital.. dont le menthol, le menthone, le limonéne et le pipéritone,
(Eftekhari et al., 2021) offrant, ainsi, au yaourt plus de fraicheur et une qualité sensorielle
meilleure.

A propos de l'arriére-goit des produits, les panélistes ont apprécié plus le yaourt témoin et celui a
2% d'extrait qui ont obtenu des notations trés proches, suivis de celui a 4%, tandis que le lait
fermenté préparé a 6% semble accuser un arriere-golt trés prononcé et désagréable, liés sans
doute a l'amertume évidente conféré par certains composés bioactifs constitutifs de 1’extrait
ajouté a une forte dose tels l'acide rosmarinique et les flavonoides (Weimann, & Heinrich,
1997).

Au vu des résultats d'évaluation sensorielle de l'adhésivité et de la cohésivité des produits
expérimentaux, le yaourt a 2% d'extrait hydrométhanolique de Mentha piperita L. a été le mieux
apprécié juste apres le témoin pour ces deux critéres organoleptiques, suivi de celui préparé a 4%
puis du yaourt a 6% qui est classé en dernier avec de médiocres scores. Il apparait donc que
I'adhésivité et la cohésivité des yaourts préparés a une dose sévere d’extrait de Mentha piperita
L., sont altérés en raison probable d’une moindre production d'exopolysaccharides par les
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souches spécifiques S.thermophilus et L.bulgaricus (Rawsaon & Marshal, 1997) dont I’activité
est relativement atténuée par I’action antimicrobien des composés phénoliques contenus dans
I’extrait végétal de la plante étudiée. Nos résultats rejoignent ceux présentés par plusieurs auteurs
qui ont également observé au cours du stockage réfrigéré une baisse de la qualité rhéologique des
yaourts additionnés a de fortes doses d'extrait hydrométhanolique de Thymus vulgaris L. (Khelifi
et al., 2018) ainsi que d'extrait hydroéthanolique de Mentha piperita L. (Ait Chabane et al.,
2021) et qui l'ont attribué a l'effet antimicrobien des composés phénoliques présents dans les
extraits des plantes ajoutés vis-a-vis des bactéries starters du yaourt.

Par ailleurs, il est bien établi que ’odeur des yaourts est conférée le plus souvent par certains
ardmes tels que l'acétaldéhyde, l'acétone et le diacétyle produits par l'activité fermentaire des
bactéries lactiques (Beshkova et al., 1998). L'ajout de l'extrait hydrométhanolique de menthe
poivré particulierement a 2 et 4% semble améliorer ce critére sensoriel des yaourts qui ont été
trés appréciés par les panélistes mieux que le témoin. La combinaison des ardmes naturels du
yaourt avec ceux contenus dans l'extrait de menthe comme le limonéne, le menthol et la
menthone (Djenane et al.,, 2012) ont certainement contribué a former un mélange d’odeurs
agréables ressentis plus par les dégustateurs dans les yaourts préparés a 2 et 4% d’extrait de la
plante étudiée. Néanmoins, a 6% d’extrait 1’activité bactérienne productrice d'aromes et de
parfum semble étre ralentie sous l'effet antibactérien probable des composés phénoliques
constitutifs de l'extrait étudi¢ comme 1’acide rosmarinique, l'acide caféique, le lutéoline et
I'apigénine (Elansary et al., 2020 ; Kapp et al., 2020 ; Hitl et al., 2021) dont le fort pouvoir
odorant semble masquer celui caractéristique des yaourts.

En fin, une légére teinte verte due au pigment chlorophyllien contenu dans 1’extrait a été observée
dans les échantillons de yaourt supplémentés a une faible dose de 2%, qui semble correspondre a
lI'aspect sensoriel visuel préféré par les panélistes qui l'ont jugé de meilleur couleur que celle
blanche ordinaire du yaourt nature standard et méme meilleur que celles des yaourts contenant 4
et 6% d'extrait dont la teinture verte était plus prononcée. Une évaluation sensorielle similaire a
été enregistrée par (khelifi et al, 2018) lors de 'ajout d'un extrait hydrométhanolique de Thymus
vulgaris L., renfermant un peu de chlorophylle comme pigment verdatre ayant attribué au yaourt
ferme a de faible dose une teinture verte trés attractive chez les dégustateurs. Dans une autre
¢tude, Shahbazi & Shavisi (2019) ont constaté aussi que la supplémentation a une faible dose de
1% d'extrait méthanolique d'origan dans le procédé d’¢laboration d’un yaourt ferme donnait de
meilleures couleurs au produit fini.

2.4.4. Activité antioxydante du yaourt

L'activité antioxydante des denrées alimentaires peut étre le résultat de plusieurs mécanismes de
réaction. Par conséquent, un seul test antioxydant peut ne pas refléter la capacité antioxydante
totale (Muniandy et al., 2016). Dans la présente étude, l'activité antioxydante des yaourts
expérimentaux a ¢été évaluée par 1'application de deux tests, a savoir le test au DPPH et le test a
I'ABTS.

Il est bien reconnu que dans les produits laitiers fermentés, la libération de peptides bioactifs lors
de la protéolyse par les bactéries lactiques confere au produit des caractéristiques antioxydantes
(Park et Nam, 2015). Cependant, dans la présente étude, de nettes diminutions des valeurs de
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cette activité antioxydante en fonction du temps de stockage variable du 1, au 10™ et 20°™ jour
ont été constatées dans tous les échantillons de yaourt préparés avec ou sans extrait de menthe
poivrée allant respectivement de 53.01, a 49.45 et a 42.17% en moyenne mesurées au test de
DPPH et de 53.54 , a 35.53 et a 29.59% en moyenne évaluées par le test a ' ABTS. Ces résultats
sont cohérents avec ceux rapportés par Van Nieuwenhove et al. (2019) dans une étude portant
sur l'enrichissement du yaourt par les graines de grenade et de jacaranda ou eux aussi ont constaté
une baisse de l'activité antioxydante qui s'est manifestée a partir du 7°™ jour de conservation
réfrigérée pour les produits supplémentés en graines ainsi que pour le témoin. Cette baisse serait
liée a un abaissement du pH, qui se poursuit méme dans les conditions de conservation au froid
positif, entralnant des changements dans la séquence d'acides aminés de certains peptides avec
comme conséquence une perte de leur pouvoir antioxydant (Mashayekh et al., 2023).

Dans cette étude, 1'ajout de l'extrait hydrométhanolique de Mentha piperita L. aux échantillons de
yaourt a entrainé une augmentation significative (p < 0,01) du potentiel antioxydant en fonction
des doses utilisées, ce qui a considérablement amélioré leur capacité antioxydante tout au long de
la période de conservation a 6°C. En effet, l'incorporation de 1’extrait de menthe poivrée a une
faible dose de seulement 2% a permis de renforcer 'activité antioxydante du yaourt par rapport
au témoin au 1° et 20°™ jour de stockage, respectivement, de 39.79 et 41.13% selon le test de
piégeage du radical DPPH et de 21.75 et 17.69% d’apres le test d'ABTS ; alors qu'une
supplémentation extréme de 6% d'extrait a entrainé une hausse considérable du pouvoir
antioxydant estimé par les deux tests de DPPH et d'ABTS respectivement par rapport au témoin a
50.13 et 62.48% au 1 jour et a 46.8 et 25.72% au 20°™ jour. Nos résultats rejoignent ceux de
nombreux auteurs qui ont rapporté¢ que l'inclusion au lait avant la fermentation d’extraits de
végétaux dont I’Origanum vulgare L.(Dabija et al., 2018) et des thés vert, noir et blanc
(Muniandy et al., 2016) permet de renforcer considérablement le pouvoir antioxydant du yaourt
obtenu. L'ajout d'extrait aqueux des feuilles de Moringa (Zhang et al., 2019a), d'extrait
méthanolique de coriandre (Shariati et al., 2020), et l'extrait hydroéthanolique d'argel
(Mohamed Ahmed et al., 2021) ont également fait leurs preuves dans I'amélioration du pouvoir
antioxydant du yaourt.

La hausse du potentiel antioxydant constatée dans la présente étude nous semble a la fois tres
pertinente et convaincante puisque l'extrait analysé ajouté au yaourt est trés riche en composants
phénoliques dont principalement l'acide rosmarinique (Noor et al., 2022 ; Kim et al., 2020 ;
Ghorbani et al., 2019), I'hespéridine et la rutine (Ali et al., 2023) réputés pour leurs potentiels
antioxydants élevés. Ainsi, la consommation du yaourt avant le 10°™ jour suivant sa fabrication
serait donc plus que souhaitable puisqu'elle permettrait de bénéficier a la fois d'une teneur élevée
en bactéries lactiques vivantes a effets probiotiques recherchés (Van de Water et al., 1999 ;
Amirdivani & Baba, 2011) et d'une activité antioxydante élevée, contribuant ainsi ensemble a la
promotion de la santé humaine et a la prévention de certaines maladies du siécle tels les cancers,
I’hypercholestérolémie, les maladies neurodégénératives et cardiovasculaires (Massey, 2001 ;
Amirdivani & Baba, 2011).

Globalement, au cours de toute la période de post acidification de 21 jours de conservation au
froid positif de 6°C, les résultats de peroxydation lipidique ont montré un réel recul hautement
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significative (p<0.01) des valeurs de TBARS de 1.14, a 0.84, a 0.67, a 0.49 mg MDA/kg de
yaourt pour, respectivement, les yaourts ayant regu 0, 2,4 et 6% d'extrait hydrométhanolique de
Mentha piperita L. Ces réponses mettent clairement en évidence le role bénéfique de I'ajout de
cet extrait dans la préservation des lipides constitutifs du yaourt contre la peroxydation.
L'inhibition de plus en plus importante de 1'oxydation des acides gras mono et poly insaturés de la
fraction lipidique des yaourts expérimentaux est certainement attribuée a la présence dans I'extrait
ajouté a proportions variables de composés phénoliques ayant la capacité a agir contre
'oxydation des lipides via trois mécanismes : par piégeage des radicaux libres, par piégeage de
carbonyle ou par leur pouvoir chélateur d'ions métalliques (Papuc et al., 2017).

Cependant, ces valeurs ont tendance a augmenter au cours de la conservation au froid des
produits expérimentaux; mais d’une maniére moins importante dans les yaourts supplémentés
d’extrait hydrométhanolique de menthe que le témoin qui a accusé une peroxydation lipidique
plus prononcée et ceci méme apres 20 jours de réfrigération. Cette constatation met fortement en
évidence la possibilité de prolonger la durée de conservation du yaourt en y ajoutant I'extrait
hydrométhanoliquede menthe poivrée comme additif naturel capable de protéger la fraction
lipidique constitutive du produit pendant le stockage au froid positif en empéchant la
peroxydation des acides gras insaturés. Dans ce contexte, Kabir et al. (2021) ont également
rapporté l'utilité que joue l'extrait hydrométhanolique de peau de banane dans le retardement de
l'oxydation des lipides dans le yaourt. Les extraits phénoliques d'épillets de palmier dattier
(Almusallam et al., 2021b), d'argel (Mohamed Ahmed et al., 2021) et d'algues (O'Sullivan et
al., 2016) ont également montré des effets positifs sur la stabilit¢ du yaourt en atténuant le
phénomeéne de peroxydation lipidique.

Ces résultats suggerent que l'incorporation au yaourt ferme d'un extrait hydrométhanolique de
Mentha piperita L., riche en principaux composés phénoliques permet d'améliorer de maniére
significative ses propriétés probiotiques et bioactives ainsi que son activité antioxydante lui
conférant ainsi un éventuel effet bénéfique pour la santé humaine et une durée de vie plus longue.

2.4.5. Profil lipidique des yaourts

La composition de la matiere grasse dans le lait et ses dérivés a de multiples répercussions sur la
qualité du produit, notamment sur ses propriétés physiques et sensorielles ainsi que sa valeur
nutritionnelle (Paszezyk & Tonska, 2022). Divers groupes d'acides gras, tels que les acides gras
a chaine courte et moyenne, saturés et insaturés, mono et polyinsaturés contenus dans la maticre
grasse du lait de ruminant, sont susceptibles d'avoir une incidence favorable ou défavorable sur la
santé du consommateur (Hanus et al., 2018 ; Paszczyk & Tonska, 2022).

Dans la présente étude, le contenu en maticre grasse totale des préparations de yaourt semble
avoir légerement diminué (p>0.05) en fonction de la période de stockage. Cette constatation
corrobore les propos de Alirezalu et al., 2019 et Khalil et al., 2022 selon lesquels la teneur en
maticre grasse du yaourt diminue relativement au cours de l'entreposage réfrigéré suite a I'action
des lipases natives du lait et des bactéries spécifiques du yaourt conduisant a une lipolyse et a des
catabolismes lipidiques particuliers ayant un impact substantiel sur la production d’arémes
caractéristiques (acétaldéhyde, di-acétyle, acétone, acétoine...etc.) susceptibles d’affecter la
qualité et la durée de conservation du produit.
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Néanmoins, les yaourts supplémentés en extrait hydrométhanolique de Mentha piperita L. ont
montré une faible diminution du taux de matiere grasse de seulement 0.01% par comparaison au
témoin qui a enregistré une baisse de 0.02% sur une durée de 20 jours de stockage. Ceci peut étre
expliqué en partie par une atténuation du phénomeéne de lipolyse et de catabolisme lipidique
résultant probablement d'une diminution du nombre de bactéries lactiques sous ’action des
composés phénoliques contenus dans I'extrait administré au yaourt et dont l'effet antibactérien
contre les bactéries a Gram positif a ét¢ confirmé par Wei et al., 2023.

Une autre explication trés intéressante serait la grande richesse des feuilles de Mentha piperita L.
a environ 11.64 mg de lipides par gramme de poudre de la plante (Savych et al., 2021) et le
transfert possible d'une partie de la matiére grasse présente dans l'extrait végétal apres extraction
dans le yaourt dont le contenu lipidique va se trouver relativement renforcé au terme du procédé
d’¢élaboration.

De plus, les résultats de 1'analyse du profil des acides gras par GC-FID dans cette étude ont mis
en ¢vidence des fluctuations significatives (p< 0.05) dans les niveaux de certains acides gras en
fonction du temps de réfrigération, tant pour le yaourt témoin que pour celui enrichi avec I'extrait
de menthe poivrée. Ces variations sont probablement attribuables aux réactions différenciées des
S. thermophilus et des L. bulgaricus, qui ajustent leur profil lipidique comme mécanisme
d'adaptation aux changements environnementaux, notamment 1'acidit¢ du milieu (Tidona et al.,
2018 ; Bahrami et al., 2020).

Pendant toute la durée de conservation au froid et pour tous les échantillons de yaourt analysés,
les teneurs en acides gras appartenant au groupe des acides gras saturés (AGS) ont montré une
prédominance par rapport aux acides gras insaturés (AGI) dont les acides gras monoinsaturés
(AGMI) se sont révélés majoritaires par rapport aux acides gras polyinsaturés (AGPI).Une étude
menée sur des yaourts supplémentés avec des décoctions de fenouil et de camomille comme
additifs naturels pendant un stockage de 14 jours a dévoilé les mémes tendances d'abondance en
ce qui concerne ces groupes d'acides gras ; AGS>AMI>AGPI (Caleja et al., 2016).

Les doubles liaisons des acides gras insaturés constituent des cibles privilégiées pour les especes
réactives de l'oxygene et sont donc plus exposés a la peroxydation des lipides, apportant au
produit des saveurs rances indésirables altérant sa qualité organoleptique (Innosa et al., 2019 ;
Dragoevet al., 2024). Globalement, 1'ajout de I'extrait hydrométhanolique de menthe poivrée n'a
pas eu d'effet significatif (p>0.05) sur le contenu en acides gras saturés des yaourts, tandis qu'il
s'avére améliorer relativement par rapport au témoin au 20°™ jour la teneur en acides gras
insaturés (AGI) altérée (p<0.01) au 1° jour de stockage. En effet, au 20°™ jours de réfrigération,
le taux en acides gras polyinsaturés (AGPI) semble étre renforcé dans les yaourts enrichis en
extrait d’environ 8.44% de MGT comparativement au témoin ; ce qui est suggéré favorable a la
santé du consommateur (Critselis et al., 2023). Il est bien établi que les AGPI contribuent a la
prévention des risques du cancer, des maladies inflammatoires et d'Alzheimer en diminuant les
niveaux de marqueurs plasmatiques de l'inflammation chronique, tels que la CRP (protéine C
réactive) et le facteur de nécrose tumorale alpha (Ferrucci et al., 2006).

En outre, I'enrichissement du yaourt par l'extrait hydrométhanolique de menthe poivrée, semble
significativement (P<0.05) affecter le contenu en acides gras a chaine courte et moyenne
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(AGCCM) (de C4 a C12) du yaourt enrichi qui s'avere dépassé celui du témoin d'une proportion
estimée a 0.86% au 1°" premier jour de stockage en raison probablement du passage vers le yaourt
d'une fraction des lipides contenus dans l'extrait de menthe poivrée comme 1’a bien signalé
Savych et al. (2021). Cependant, apres 20 jours de conservation a 6 °C, le yaourt supplémenté en
extrait a montré une teneur plus faible en ce groupe d'acides gras d'environ 0.24%
comparativement au témoin. Nous suggérons que les composés phénoliques a fort pouvoir
antioxydant (Lang et al., 2024) ramenés par I’extrait freinent particuliérement au 20°™ jour la
peroxydation des AGI et améliore les teneurs AGPI et en AGCCM. La réduction du contenu du
yaourt en AGCC est bénéfique aussi bien pour la santé des consommateurs que pour la saveur du
produit dans la mesure ou ces acides gras sont les plus impliqués dans les maladies coronariennes
(Ebbesson et al., 2015 ; Bianchi et al., 2017), et certains d'entre eux, notamment les acides
butyrique (C4:0), caproique (C6:0) et caprylique, sont accusés de conférer un golt acre au yaourt
(Savinova et al., 2022). D'autre part, Su et al. (2018) ont signalé que les acides caprique (C10:0)
et laurique (C12:0) sont susceptibles de conférer un goiit savonneux au yaourt. Dans notre étude,
la teneur de ces acides semble étre relativement améliorée au 20°™ jour par comparaison au 1
jour de réfrigération apres 1'ajout d'extrait de menthe poivrée dans le yaourt.

Par ailleurs, il est bien établi que les Oméga-3 et les Oméga-6 font partie des acides gras
polyinsaturés indispensables que le corps humain ne peut pas synthétiser. Ils sont reconnus pour
leur action régulatrice du métabolisme des lipides chez I'homme, réduisant ainsi le risque de
maladies cardiovasculaires et neurologiques, notamment les maladies d'Alzheimer et de
Parkinson (Kerdiles et al., 2017 ; Patel et al.,, 2022). Dans la présente étude, 1'addition de
I'extrait hydrométhanoliquede menthe poivrée au yaourt s'avere améliorer d’une manicre
hautement significative (P<0.01) le taux des oméga-3 dans les yaourts supplémentés en extrait
par rapport au témoin d'environ 11.83 et 6%, respectivement au 1 et 20™ jour de conservation a
6°C. Cette augmentation du taux en oméga-3 observée dans les yaourts supplémentés en extrait
de menthe pourrait s'expliquer soit par les vertus antioxydantes des composés phénoliques que
renferme l'extrait et qui joueraient un role protecteur pour ce type d'acide gras d'une éventuelle
hydrolyse (Bakry et al., 2019), soit par un transfert vers le yaourt d'une portion des oméga-3
propres a l'extrait rajouté. En effet, une recherche menée par Bouzouina et al. (2016) sur
Thymelae hirsuta L. a mis en évidence une association favorable entre les composés chimiques
phénoliques et les oméga-3. En outre, (Savych et al., 2021) ont mis en évidence par analyse GC-
MS la présence d'une proportion importante d'oméga-3 estimée a 2.98 mg/g de poudre de feuilles
de Mentha piperita L récoltée en Ukraine.

Parmi les principaux acides gras appartenant a ce groupe et détectés dans le yaourt analysé dans
la présente étude, l'acide o-linolénique (ALA, C18:3n3) semble é&tre positivement et
significativement (p<0.01) influencé par l'ajout de I’extrait hydrométhanolique de Mentha
piperita L. En effet, les échantillons de yaourt supplémentés en extrait ont présenté une
augmentation de la teneur en ALA d'environ 18.64 et 14.96% par rapport au yaourt standard,
respectivement, au 1 et au 20°™ jour de stockage, offrant donc des vertus santé propre au
produit. A ce propos, Lin et al. (2018) ont rapporté qu'un régime alimentaire enrichi en ALA
permet de réduire le risque de développement de plusieurs maladies telles que les maladies
coronariennes, l'infarctus aigu et le cancer. Ils sont aussi reconnus pour leurs effets positifs sur le
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systéme cardiovasculaire (Fleming et Kris-Etherton, 2014 ; Lin et al., 2018). L'ALA agit aussi
comme précurseur dans la synthése des acides gras polyinsaturés n-3 (AGPI n-3) tels que 'EPA
(acide cis-5, 8, 11, 14, 17-eicosapentaénoique, C20:5n3) et le DHA (acide cis-4, 7, 10, 13, 16, 19-
docosahexaénoique, (C22:6n3) qui sont a l'origine de nombreuses fonctions physiologiques dans
l'organisme dont le maintien de la forme et de l'intégrité des membranes cellulaires, le controle de
processus immunitaires et inflammatoires, ainsi que la régulation du métabolisme des lipides et
du glucose (Lutfi et al., 2023).

Le taux des oméga-6 s’avére aussi augmenter (p<0.05) légérement au 20°™ jour de stockage dans
le yaourt élaboré a I’extrait d’environ 8.61% comparativement au témoin. L'acide linoléique
(C18 : 2n6) étant le principal acide gras du groupe des oméga-6 et semble étre remarquablement
préservé au cours de la conservation par I’ajout de 1'extrait riche en composés phénoliques tels
que l’acide rosmarinique, l'acide caféique, le lutéoline et l'apigénine dont le fort pouvoir
antioxydant protecteur vis-a-vis de certains acides gras a été rapporté par de nombreux
chercheurs (Elansary et al., 2020 ; Kapp et al., 2020 ; Hitl et al., 2021 ; Salamatullah, 2022 ;
Bouloumpasi at al., 2024). Ainsi, aprés 20 jours de réfrigération, le yaourt a 4% d'extrait de
menthe poivrées s’est démarqué par un contenu en AL dépassant celui du témoin d'environ

9.45% (par rapport au témoin).

Enfin, au plan nutritionnel, un rapport w6:m3 de 1:1 a 5:1 est considéré comme étant optimal
pour la santé des consommateurs (Lupette & Benning, 2020). Au 1 comme au 20°™ jour de
stockage, 1’ajout d’extrait de menthe poivrée riche en composés phénoliques a fort pouvoir
antioxydant semble améliorer notablement les rapports ®6/®w3 des yaourts qui ont accus¢ des
valeurs respectives de 5.71 et de 5.26 trés proches des normes admises.
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Conclusion partielle

L'extraction au méthanol aqueux des principaux composés bioactifs d'intérét de la menthe poivrée
(Mentha piperita L.) récoltée a Ouargla dans la région saharienne d'Algérie a présenté un
rendement d’extraction considérable de 17.51% L'extrait végétal ainsi obtenu dispose d'une
bonne teneur en composés phénoliques totaux (412.32 mg EAG/g EL), principalement constitués
a 93.80% d'acides phénoliques, parmi lesquels l'acide rosmarinique s'est révélé étre le plus
abondant par sa teneur de 346.88 mg/g d'extrait sec. L'extrait est également fortement pourvu en
flavonoides totaux (227.65 mg EQ/g EL) dont les flavones (a 73.97%) apparaissent majoritaire,
bien que des flavanones et des flavonols et isoflavones ont été également recensés.

Cette composition chimique riche et variée en composés bioactifs a notamment conféré a l'extrait
un potentiel antioxydant appréciable, évalué par les tests de DPPH et d’ABTS par des valeurs
d’IC50 de 3.2 et 2.54 mg/ml, respectivement, mais également par un fort pouvoir bactéricide
contre les deux bactéries lactiques Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus,
spécifiques des yaourts. Toutefois, ce pouvoir antibactérien vis-a-vis de ces deux bactéries
lactiques n'est apparu qu'a partir d’une concentration d'extrait de 40 %.

La supplémentation du yaourt avec une dose minimale de 2% d’extrait de la plante étudiée a
permis d'augmenter considérablement l'activité antioxydante du produit fini et d'assurer une
protection significative de sa maticére grasse, tout en préservant sa qualité physico-chimique et
microbiologique au cours de son stockage a 6°C.

La composition en acides gras s'est révélée nettement améliorée par 1'ajout d'une proportion de
4% d'extrait hydrométhanolique au yaourt, notamment en oméga-3 dont particulierement 1’acide
a-linolénique qui a enregistré une hausse d'environ 18.64 et 14.96% par rapport au témoin,
respectivement au 1 et au 20°™ jour de conservation. Au 20°™ jour de stockage,
comparativement au témoin, le taux en oméga-6 s’est avéré, éventuellement, augmenter (p<0.05)
légérement d’environ 8.61% dans le yaourt élaboré a 4% d’extrait dont les teneurs surtout en
acide linoléique (C18 : 2n6) ont été aussi moins altérées pendant cette période. Par ailleurs, tant
au 1° qu'au 20°™ jour de stockage, l'incorporation de l'extrait hydrométhanolique de menthe
poivrée a significativement (p<0.01) rapproché les rapports ®6/®w3 des yaourts des normes
recommandées comprises entre 1:1 et 5:1.

Concernant 1’évaluation sensorielle, les panélistes ont apprécié le yaourt contenant 2% d'extrait
hydroéthanolique de Mentha piperita L., au méme titre que le témoin pour tous les critéres
organoleptiques examinés sauf pour le critére odeur ou le yaourt préparé a 4% d'extrait a présenté
de meilleurs résultats.
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Partie 3. Résultats & Discussion

Chapitre III : Effets d’ajout d’extrait aqueux
de Mentha piperita L. sur la qualité d’un yaourt étuvé.

1 .Résultats
1.1. Screening phytochimique de I’extrait aqueux de Mentha piperita L.

Les résultats du screening phytochimique de D’extrait aqueux de Mentha piperita L. sont
présentés dans le (Tableau 36). La macération des parties aériennes de la plante objet de la
présente étude dans 1’eau comme solvant d’extraction a présenté un rendement en concentré
bioactif important évalué a 19.05%. Les analyses ont montré dans 1’extrait une présence notable
(++) de phénols et d'alcaloides ainsi qu’une faible proportion (+) de flavonoides, de tanins
catéchiques, d’anthocyanes, de coumarines, de stérols, de saponines et de sucres réducteurs. Par
contre, aucune présence d’anthocyanes, de leucoanthocyanes, de triterpénes et de quinones n’a
¢été détectée dans 1’extrait expérimental.

Tableau 36 : Principales substances phytochimiques recensées dans l'extrait aqueux de Mentha

piperita L.
sl?;fltl(l))col?f;liques Tests/Réaction/Réactif Résultat ;{,gg‘e;lg:;
Phénols FeCl; ++
Réactif de Dragendorff ++
Alcaloides Réactif de Bouchardat +
Réactif de Mayer & Wagner
Flavonoides Alcls
Tannins galliques FeCl; ++
catéchiques FeCls -
Anthocyanes NH,OH + 19.05%
Leucoanthocyanes Alcool isoamylique -
Coumarines NaOH +
Stérols Test de Liebermann-Burchard -
triterpénes Test de Liebermann-Burchard -
Quinones NH4OH -
Saponine Test de mousse +
Sucres réducteurs Solution de Fehling +

+++: réaction franchement positive ; ++ : réaction positive ; + : réaction moyennement positive ; +: réaction louche ; —

:réaction négative.

1.2. Composés bioactifs de I’extrait

Les résultats du dosage des phénols totaux, des flavonoides totaux et des tanins condensés sont
représentés dans le (Tableau 37).

L'extrait aqueux des parties aériennes composées principalement par des feuilles de menthe
poivrée a révélé des teneurs en composés phénoliques totaux estimées a 12.13 mg EAG/ml
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d’extrait aqueux de Mentha piperita L. (EAMP) et qui correspondent a 1.82 g EAG/100g de
poudre de Mentha piperita L. (PMP) et a 93.31 mg EAG/g d’extrait lyophilisé (EL). Quant aux
flavonoides totaux, ils ont été estimés a 10.89 mg EQ/ml d’extrait aqueux de Mentha piperita L.,
ce qui représente 1.65 g EQ/100g PMP et 85.83 mg EQ/g EL.

Enfin, la teneur en tanins condensés de l'extrait aqueux de Mentha piperita L. évaluée a 1.13 mg
EC/ml d’extrait aqueux de Mentha piperita L., et qui équivaut a 0.17 g EC/100g PMP et a 7.72
mg EC/g d’extrait lyophilisé (EL).

Tableau 37. Principaux composés phénoliques de I’extrait aqueux de Mentha piperita L.

Composés bioactifs Echantillons Teneurs
Poudre de la plante (g EAG/100g PMP) 01.82 +£0.09
g)‘t’::l‘;"‘“‘és phénoliques it liquide (mg EAG/ml EAMP ) 12.13 £0.33
Extrait lyophilisé¢ (mg EAG/g EL) 93.31+£3.56
Poudre de la plante (g EQ/100g PMP) 01.65+0.08
Flavonoides totaux Extrait liquide (mg EQ/ml EAMP ) 10.89 +0.53
Extrait lyophilisé (mg EQ/g EL) 85.83 +£3.42
Poudre de la plante (g EC /100g PMP) 00.17 +£0.02
Tannins condensés Extrait liquide (mg EC/ml EAMP ) 01.13+0.10
Extrait lyophilisé¢ (mg EC/g EL) 07.72 £0.86

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes suivies des écarts types correspondants, avec un nombre de répétitions n
égal a 03 (n = 3); PMP :poudre de menthe; EAMP : extrait aqueux de Mentha piperita L.; EL :extrait lyophilisé; EAG:
équivalent en acide gallique; EQ: équivalent en quercétine; EC: équivalent en Catéchine.

1.3. Profil en composés phénoliques de I’extrait

La Chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS/MS) appliquée a
I'extrait aqueux de Mentha piperita L. a détecté la présence de 22 substances phytochimiques
parmi les 56 substances phytochimiques de référence utilisées (Tableau 38 ; Figure 2).

L’extrait a révélé une présence marquée d'acides phénoliques, estimés a 110.049 mg/g d’extrait
sec et qui correspond a 89.78% du total des composés bioactifs identifiés, avec une nette
prédominance de l'acide rosmarinique traduit par une proportion de 78.81% du total des acides
phénoliques quantifiés, 70.83% du total des composés secondaires identifiés, correspondant a une
teneur de 86.73 mg/g d'extrait sec (Figure 35).

Quant aux flavonoides dont la fraction totale a été estimée a 6.96% des substances bioactives
détectées, ils ont été principalement constitués de flavones a 76.36%, de flavanones a 20.39%, de
flavonols a 3.15% et d’isoflavone (génistéine) a 0.09% du total des flavonoides (figure 35).

Par ailleurs, 1'extrait aqueux de Mentha piperita L. s’avére trés riche en acide quinique qui a
occupé une proportion de 15.01% de la totalité des composés quantifiés avec une teneur de 18.38
mg/g d'extrait sec. Cet acide vient en deuxiéme position en terme d’abondance apres l'acide
rosmarinique, suivi par l'acide fumarique (acide non phénolique) et de I’acide caféique qui ont
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accusé des teneurs de 3.714 et 3.089 mg/g d’extrait sec soit des proportions successives de 3.03
et 2.52% des composés totaux détectés. Les deux flavones cyranoside et lutéoline (2.61 et 1.38
mg/g d’extrait sec) ont été estimés a environ 2.13 et 1.13% des composé bioactifs totaux.
L’hespéridine (une flavanone), la cosmosiine et I’acacétine (des flavones) ainsi que 1’acide
chlorogénique (acide phénolique) ont été également identifiées mais a des proportions plus
faibles ; 1.08, 0.94 , 0.74 et 0.65% des composés bioactifs . D'autres composés appartenant a
différentes classes de composés phénoliques (flavonoides, d'acides phénoliques et aldéhydes
phénoliques) ont été retrouvés a des proportions de moins de 0.5% des composés bioactifs
totaux dont: acide protocatechuique, apigénine, acide p-coumarique, hespérétine, aldéhyde
protocatéchique, naringénine, Kaempferol , Rutine, isoquercitrine, acide gentisique, génistéine et
chrysine.

Tableau 38. Profile en principaux composés bioactifs de 1’extrait aqueux de Mentha piperita L.
identifiés par LC-MS/MS.

. J RT? LOD/LO Teneurs
Composés identifiés (min) (ng/ly Q U# (mg/g ES )
Acides organiques Acide Fumarique 03.90 135.7/167.9 0.0091 03.714+ 0.34

Acide Quinique 03.00 25.7/33.3 0.0372 18.380 £0.68
Acide Protocatéchuique  06.80  21.9/38.6 0.0350  00.582 +0.02
. Acide Gentisique 08.30  18.5/28.2 0.0167  00.046 +0.00
sﬁé‘i‘;sliques Acide Chlorogénique 0840  13.1/17.6  0.0213  00.799 =0.02
Acide Cafféque 12.10  7.7/9.5 0.0152  03.089 +0.05
Acide p-Coumariquel 17.80  25.9/34.9 0.0194  00.423 +0.01
Acide Rosmarinique 26.60 16.2/21.2  0.0130  086.730 £1.13
Cyranoside 23.70  12.1/16.0 0.0366  02.611 + 0.09
Cosmosiine 2820  6.3/9.2 0.0083 01.151 + 0.01
Lutéoline 36.70  2.6/4.1 0.0313 01.381 £0.04
Flavones
Chrysine 40.50 1.5/2.8 0.0323 00.005 £+ 0.00
Acacétine 40.70  1.5/2.5 0.036 00.911 + 0.03
Apigénine 3820 1.3/2.0 0.0178  00.447 + 0.01
Isoflavones Genistéine 36.90 3.7/5.3 0.0337 00.008 £ 0.00
Hespéridine 25.80  19.0/26.0 0.0335 01.317 £ 0.04
Flavanones Naringénine 3590 2.6/3.9 0.0392  00.100 = 0.00
Hespérétine 36.70  2.6/3.9 0.0392  00.321 + 0.00
Rutine 25.60  15.7/22.7 0.0247  00.089 +0.00
Flavonols Isoquercitrine 25.60 8.7/13.5 0.0220 00.087 £ 0.00
Kaempferol 3790 10.2/154 0.0212  00.092 + 0.00
Aldéhyde Aldéhydes 08.50 154/222  0.0396  00.169 0.01
phénolique Protocatéchique

Les résultats sont représentés en valeurs moyennes et écarts types correspondants, avec un nombre de répétitions n=03;
RT® : Temps de rétention; LOD/LOQ (ng/L)": Limite de détection/quantification; U# (%) : pourcentage d'incertitude relative 2 un niveau
de confiance de 95% (k = 2).
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Figure 35. Proportions en composés phytochimiques détectés par LC-MS/MS dans 1’extrait

aqueux de Mentha piperita L.

Acide rosmarinique 70,828%
Acide quinigque

Acide fumarique 3,033%
Acide cafeique 2,523%
Cynaroside 2,132%
Lutéoline 1,128%
Hespéridine 1,076%
Cosmosiine 0,940%
Acacétine 0,744%
Acide..._l 0,653%
Acide..._l 0,475%
Apigénine _I 0,363%
Acide p-coumarigque _I 0,345%
Hespertine i 0,262%
Aldéhyde | 0,138%
Kasmpférol | 0,082%
Maringénine i 0,0829%
Rutine | 0,073%
Isoquercine 1 0,071%
Acide gentisique i 0,0389%
Génistéine 1 0,007%
Chrisine i 0,004%
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Figure 36. Taux (%) en composés bioactifs de 1’extrait aqueux de Mentha piperita L. détectés

par LC-MS/MS.
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1.4. Activité antioxydante

Les tests de piégeage des radicaux DPPH et ABTS par I'extrait aqueux de Mentha piperita L. ont
montré des valeurs IC50 respectivement de 5.37 et 4.36 mg d’extrait aqueux lyophilisé/ml,
supérieure a celles obtenues avec 1'acide ascorbique (0.16 et 1.36 mg d'acide ascorbique/ml) et la
quercétine (0.03 et 1.17 mg de quercétine/ml) (Tableau 39 et Figure 37).

Tableau 39. Evaluation de I’activité antioxydante de 1’extrait aqueux de Mentha piperita L., en
comparaison a I’ascorbate et a la quercétine.

Extraits de la plante et standards DPPH 1C50 (mg/mzi)BT S

Extrait lyophilisé (mg de lyophilisa d’EAMP) 05.37°+£0.07 04.36*+0.14
Acide ascorbique (mg d’acide ascorbique/ml) 00.16"+ 0.07 01.36° +0.03
Quercétine (mg de quercétine/ml) 00.03°+ 0.00 01.17°+ 0.04

Les résultats sont exprimés en moyennes, suivies des écarts types correspondants, avec un nombre de répétitions n égal a 3 (n=03) ; IC50 :
concentration d'extrait ou de standard nécessaire pour inhiber 50% des radicaux DPPH ou ABTS. Un effet hautement significatif
P < 0.01 du facteur étudié a été enregistré ; a ,b,c : groupes homogénes de comparaison des moyennes deux a deux selon le
test de Newman- Keuls.

Extrait aqueux

6 - Acide ascorbique
_ Quercétine
£
Y] 4 A
€
2 2
O —
0 T T

DPPH ABTS

Figure 37. Histogrammes des IC50 de l'extrait aqueux de Mentha piperita L., de 1’acide
ascorbique et de la quercétine obtenus par les tests aux DPPH et a ’ABTS.

1.5. Activité antibactérienne
1.5.1. Test de croissance

Les résultats du test de croissance des deux germes Streptococcus thermophilus et Lactobacillus
bulgaricus sont représentés dans le (Tableau 40) et la (Figures 38).

L'augmentation progressive de 0, a 20, a 40 a 60 et a 80% des concentrations de l'extrait aqueux
de Mentha piperita L., semble exercer une influence négative sur la croissance des deux bactéries
lactiques spécifiques au yaourt dont le nombre de colonies a respectivement et significativement
(p<0.01) reculé de 356 10°, a 310 10°, a 236 10°, a 122 10°et a 70 10° UFC/ml correspondant a
des taux de croissance de 100, 87.07, 66.29, 34.27, et 19.66% pour les S.thermophilus et de 300
10°, 2238 10°, 4 145 10°, 4 54 10° et 4 46 10° UFC/ml équivalent a des taux de croissance de 100,
79.33, 48.33, 18 et 15.33%, pour L.bulgaricus. Le développement des deux bactéries étudiées a
été totalement anéanti en présence de 1’extrait queux pur concentré a 100%.
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Tableau 40. Effets de 1’extrait aqueux de Mentha piperita L. sur la croissance des bactéries
spécifiques du yaourt.

oncentrations d’extrait aqueux
C trat d’extrait

Espe,c es Paramétres de Mentha Piperita L. Valeur de p
bactériennes
0% 20% 40% 60% 80% 100%
Nx105UFC/ml 356 310° 236° 1224 70¢ 00°
Streptococcus <001
thermophilus ] b d ¢ p=v
Taux de croissance(%) 100* 87.07° 66.29° 3427 19.66° 00
. Nx105UFC/ml 300 238"  145° 544 46° 00"
Lactobacillus <001
bulgaricus p=v

Taux de croissance(%) 100* 79.33% 4833° 189 15.33¢ 00°

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes avec un nombre de répétitions n= 3 ; N : nombre de colonies ; UFC : unité formant
colonie ; P : seuil de probabilité ; P < 0.01 : effet hautement significatif du facteur étudié (concentrations en extrait aqueux de Mentha
piperita L)) ; a, b, c ... etc. : groupes homogénes de comparaison des moyennes deux a deux selon le test de Newman- Keuls.
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—— Sirgpbocacius thermophifuz —— Loctobecillus bulgarsus

Figure 38. Effets de 1’extrait aqueux de Mentha Piperita L. sur la croissance (en UFC/ml) et sur le
taux de croissance (en %) des germes spécifiques du yaourt.

1.5.2. Diamétres d’inhibition

Les diameétres des zones d'inhibition des deux ferments lactiques spécifiques au yaourt provoqués
par les différentes concentrations de l'extrait aqueux de Mentha piperita L. sont présentés dans le
(Tableau 41) et la (Figure 39).

L'analyse de la variance a révélé une augmentation significative (p<0.01) des diametres
d'inhibition en fonction des concentrations d'extrait aqueux de Mentha piperita L. Des halos
d’inhibition ont été détectées a partir d’une concentration d’extrait de 40% pour les deux germes ,
soit 7.17 et 7.33 mm correspondant a des taux d’inhibition de 35.39 et 21.99% enregistrés,
respectivement pour Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus. Ces zones
d’inhibition se sont étendues a 7.50, a 10.33 et a 12 mm de diamétre correspondant a des taux de
croissance de 34.61, 47.67 et 55.37% chez Streptococcus thermophilus et a 8.63, a 11.65, et a
14.63 mm correspondant a des taux de croissance de 25.89, 34.95 et 43.89% chez Lactobacillus
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bulgaricus pour des concentration variables de 60, 80 et 100%, respectivement. Tandis
qu’aucune zones d’inhibition n’a été observées a une concentration d’extrait de 20% pour les
deux bactéries lactiques étudiés. Toutefois, tous les diameétres d’inhibition engendrés par les

différentes concentrations de 1’extrait testés restent plus faibles a ceux provoqués par la
Gentamycine ; 21.67 mm chez Streptococcus thermophilus et 33.33 mm chez L.bulgaricus.

Tableau 41. Effet de I’extrait aqueux de Mentha piperita L. sur les variations des zones et des
taux d’inhibition des germes spécifiques du yaourt.

Concentration d’extrait Effet des
ﬁict:el:eess Parameétres Aqueux de Mentha piperita L. concentrations
1 20% 40% 60% 80% 100% Genta. de I’extrait
» d d c b a
3 § Diamétres ; 07.17 07.50¢ 10.33 12.00 21.67
S inhibition (mm) 0 * = * = *
$ §~ 028  0.00 057 0.1 2.08 p<0.01
& s Taux d d b
V < C a
% S @inhibition(%) 00 35.08 34.61¢ 47.67 55.37 100
3 Diamet 07.33¢  08.63¢ 11.65° 14.63° 33.33%
% (< &i h.l::f:l.e res 00° + + + + +
§.§ @inhibition (mm) 020 032 066 050  0.57 p<0.01
S 3
‘c '&Q Taux e e d c b a
3 3 @’inhibition(%) 00 21.99 25.89¢ 3495 43.89 100

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes avec un nombre de répétitions n=3 ; P < 0.01 effet hautement significatif
du facteur étudié (concentrations en extrait aqueux de Mentha piperita L.); Genta : Gentamycine ; a ,b, ¢ ... etc.: groupes
homogénes de comparaison des moyennes deux a deux selon le test de Newman et Keuls.

Germes Concentrations d’extrait aqueux de Mentha piperita L. (%) Gentamycine

étudiés 20% 40% 60% 80% 100% (Témoin pOSitif)

Streptococcus
thermophilus

Lactobacillus
bulgaricus

Figure 39. Zones d’inhibition entrainées par les différentes concentrations d’extrait aqueux de
Mentha piperita L. et de la Gentamycine chez les germes spécifiques du yaourt.
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1.5.3. Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI)

Les résultats des mesures de la turbidité induite par la croissance des bactéries spécifiques du
yaourt sont indiqués dans le (Tableau 42).

Il apparait que ces bactéries peuvent se développer selon des taux de croissance (S) estimés a
82.61% et 45% respectivement pour Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus, a
une concentration de 20% d'extrait aqueux de Mentha piperita L.

Toutefois, ces taux de croissance s’aveérent diminuer a 76.08 et 15.38% pour Streptococcus
thermophilus et Lactobacillus bulgaricus, respectivement, pour une concentration d’extrait de
40%. A partir de 60% d’extrait de menthe poivrée aucune croissance de ces deux germes n’a été
observée. Cette derniére concentration a été¢ retenue comme étant la Concentration Minimale
Inhibitrice (CMI) des deux germes étudiés.

Tableau 42. Evaluation des CMI de D’extrait aqueux de Mentha piperita L. vis-a-vis des
bactéries starters du yaourt.

Concentrations d’extrait hydro-méthanolique de Mentha Piperita L (%)

Bactéries
lactiques Mesures Témoin (0%)  20% 40% 60% 80% 100%
di (DO) 0.01 0.36 0.24 0.25 0.45 0.64
df (DO) 0.06 0.40 0.28 0.25 0.45 0.55
Streptococcus  gf.gi (DO)  0.05 00.04 0.04 -0.01 -0.01 -0.16
whermepiies pr.pi 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
DO) . . . . . .
S (%) 100% 82.61%  76.08% 0% 0% 0%
CMI = 60%
di (DO) 0.04 0.23 0.47 0.82 0.99 1.37
df (DO) 0.10 00.25 0.27 0.52 0.99 1.36
Lactobacillus  gf.g4i DO)  0.06 0.03 0.01 -0.003 -0.06 -0.09
psaries p.i 0.06 0.06 0.06 0.06 0.06 0.06
DO) . . . . . .
S% 100% 45%  15.38% 0% 0% 0%
CMI = 60%

CMI: concentration Minimale Inhibitrice ; S:Taux de survie du microorganisme en%; df-di: différence de densité optique de la solution
d’extrait de Menthe ensemencée au germe étudié avant et aprés incubation a 37°C durant 24 heures; Df-Di : différence entre les densités
optiques avant et aprés incubation du témoin (0%) sans extrait phénolique et ensemencé au germe étudié.

1.5.4. Concentrations Minimales Bactéricides (CMB)

Les résultats illustrés dans la (Figure 40) dévoilent clairement que 1’extrait préparé a 60% a
permis la croissance, apres culture sur milieu MH solide, des deux bactéries spécifiques du yaourt
dont S.thermophilus et L.bulgaricus, & un nombres de colonies inférieurs ou égal a ceux
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observées a la dilution de 10 de chaque solution mére en laissant au moins 0.01% des cultures
bactériennes vivantes.

Il en ressort que cette concentration de 60% d'extrait aqueux de Mentha piperita L. correspond a
la concentration minimale bactéricide (CMB) pour les deux bactéries étudiées.

Streptococcus thermophilus Lactobacillus bulgaricus

Figure 40. Evaluation des CMB de I’extrait aqueux de Mentha piperita L vis-a-vis des germes
spécifiques du yaourt.

1.5.5. Types d’inhibition

Le rapport CMB/CMI calculé et qui est inférieur a 2 a la fois pour S.thermophilus et
L.bulgaricus, a clairement montré que ’effet inhibiteur exercé par I’extrait aqueux de Mentha
piperita L. vis-a-vis des deux bactéries spécifiques du yaourt est de type bactéricide (Tableau
43).

Tableau 43. Type d’inhibition de I’extrait aqueux de Mentha Piperita L. contre les germes
spécifiques du yaourt.

Espeéces bactériennes CMI CMB CMB /CMI Effet inhibiteur
Streptococcus thermophilus 60% 60% 1 Bactéricide
Lactobacillus bulgaricus 60% 60% 1 Bactéricide
Normes CMB/CMI<2 (effet bactéricide)
(Denis et al., 2011) CMB/CMI>2(effet bactériostatique)

1.6. Qualité du yaourt a I’extrait de menthe
1.6.1. Viabilité des bactéries starters du yaourt

Au cours de I’expérimentation, les résultats du dénombrement des S.thermophilus ont montrés
dans les yaourts expérimentaux un développement croissant significatif (p<0.01) en fonction du
temps allant de 33 10°a 151 10° UFC/ml, en moyennes, du début jusqu’a la fin de la
fermentation et de 275 10° 4 301 10° UFC/ml, en moyennes, du 7™ au 21°™ jour de la période
de post acidification. Toutefois, I’ajout de I’extrait aqueux de Mentha piperita L. a des taux de 0,
2, 4 et 6% au yaourt semble affecter significativement (p<0.01) le nombre de ces germes qui a
montré une décroissance importante de 186 10°, a 185 10°, 131 10°et a 102 10° UFC/ml, en
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moyennes, a la 4™ heure de fermentation et de 338 10°, 2 302 10°, 294 10° et 4 269 10° UFC/ml,
en moyennes, au 21°™ jour de la période de post-acidification.

A l'instar des S.thermophilus, les résultats du dénombrement des L.bulgaricus ont révélé une
croissance progressive et proportionnelle au temps dans touts les échantillons de yaourt allant de
14 10° 4 92 10° UFC/ml, en moyennes, au début et aprés 4 heures de fermentation et de 165 10°a
209 10° UFC/ml, en moyennes, au 7™ et au 21°™ jour de post-acidification.

En revanche, le développement de cette bactérie lactique semble étre inversement proportionnel
(p<0.01) aux taux d'extrait aqueux de Mentha piperita L. ajoutés au yaourt. En effet, la
prolifération de ce germe dont le nombre a diminué significativement (p<0.01) de 51 10°, a 44
10°; 439 10°et a 33 10° UFC/ml au cours de la fermentation, et de 230 10°, 4 226 10°,a 171 10°
et a 136 10° UFC/ml pendant les 21 jours d’entreposage au froids positif, pour des doses
d’extraits variables de 0, 2, 4 et 6% dans les produits, respectivement (Tableau 44 et Figure 41).

Tableau 44. Evolution du nombre (N 10° UFC/ml) des Steptococcus thermophilus et
Lactobacillus bulgaricus dans les yaourts étuvés additionnés d’extrait aqueux de Mentha piperita
L. au cours des périodes de fermentation et de post-acidification.

E Taux d’incorporation (%) d’EHEMP Effet
% Périodes (F1xF2) Moyennes E{!;t E{!"Zet
= 0% 2% 4% 6% (FI) F1xF2
[-W
Oh  033° 033° 033° 033° 033¢
. Fermentation 2h  055¢ 0554 0534 052¢ 054" p<0.01 p<0.01 p<0.01
= 4h  186° 185° 131° 102°¢ 151*
-~
S |Moyennes (F2) 912 912 72b 62°¢ -
§ 73 320°¢ 277" 2648 2381 275¢
= Post b e £ h 287P
& |acidification 14J 330 291 272 254 p<0.01 p<0.01 p<0.01
21 338° 302¢ 294° 2691 3017
Moyennes(F2) 329° 290° 277¢ 2544 -
oh 014f 014" 013" 013" 014¢
Fermentation 2h  020° 021°¢ 020° 022° 021° p<0.01 p<0.01 p<0.01
2 4h 1207 097" 083¢ 066 092°
S
S |Moyennes(F2) 51* 44> 39¢ 33d -
= 23 196 195 Lead 103° 165¢
S Post a a d d b
N | acidifieation 14 2% 240 167 141 198" p<0.01 p<0.01 p<0.01
21 248 2440 181¢ 163¢ 209°
Moyennes(F2) 230° 226° 171° 136¢ -

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes, avec un nombre de répétitions n=03; h: heures; J: jour ; N: nombre de colonies; UFC : unité
formant colonie ; ml : millilitre ; F1: facteur périodes; F2: facteur concentrations d’extrait incorporées ; F1X F2: interaction des deux
facteur(périodes et concentrations d’extrait ; p< 0.01 : effet hautement significatif du facteur étudié; S. thermophilus: Steptococcus thermophilus ;
L. bulgaricus : Lactobacillus bulgaricus ; a,b,c...etc.: groupes homogénes de comparaison des moyennes deux a deux selon le test de Newman-

Keuls.
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Figure 41. Evolution du nombre (N.10° UFC/ml) des Steptococcus thermophilus (St) et
Lactobacillus bulgaricus (Lb) dans les yaourts enrichis d’extrait aqueux de Mentha piperita L. au
cours des périodes de fermentation et de post acidification.

1.6.2. Qualité physicochimique

L’évolution de la qualité physicochimique des yaourts expérimentaux additionnés ou non
d’extrait aqueux de Mentha piperita L. au cours des périodes de fermentation et de post-
acidification est donnée dans le (Tableau 45) et illustrés dans la (Figure 42).

Les résultats ont montré une régression progressive mais significative (p<0.01) des valeurs de pH
pour tous les laits fermentés préparés passant de 6.43, a 5.38 et a 4.80 en moyennes au temps
z€ro, apres 2 heures et 4 heures de fermentation, et qui continuent a diminuer pendant la période
de post acidification pour atteindre 4.57, 4.45 et 4.26 en moyennes au 7°™, 14°™ et 21°™ jour
de post acidification, respectivement. En fonction des doses d’extrait de Mentha piperita L.
intégrées variables de 0, a 2,a 4 et a 6% le pH des yaourts a enregistré des augmentations
significatives (p<0.01) de 5.41, a 5.48, a 5.58 et a 5.67 en moyennes, pendant les 4 heures de
fermentation, et de 4.37, a 4.41, a 4.44 et a 4.48 durant la période de post acidification,
successivement.

L’acidité au contraire semble évoluer de fagcon inverse au pH avec des valeurs qui ont augmenté
significativement (p<0.01) en fonction du temps de 18.34 a 78.60 °D au début et au terme de la
fermentation et de 82.66 a 95 .05 °D du 7°™ au 21°™ jour de post-acidification. De plus, la
supplémentation du yaourt avec I’extrait aqueux de Mentha piperita L. a des doses variables de 0
a 6% a sensiblement (p<0.01) affecté son acidité¢ qui a diminué respectivement de 91.42 a 84.5
°D en moyennes au cours de la période de post-acidification.

En ce qui concerne la viscosité, les résultats ont montré une croissance significative (p<0.01) et
proportionnelle en fonction du temps pour tous les échantillons de yaourt préparés et qui s’est
traduit par des valeurs ayant varié, respectivement, de 0.88, 2 16.56 et a 45.22 m*/s en moyennes
a0, 2 et 4 heures de fermentation, et de 60.79, a 70.87 et 4 76.16 m?/s en moyenne au 7™ 14°me
et 20°™ jour de post-acidification. Par ailleurs, un effet hautement significatif (P<0.01) des taux
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d’extrait de menthe ajoutés aux yaourts expérimentaux (0 a 6%) a été observé sur la viscosité qui
a diminué d’une maniére proportionnelle (P<0.01) de 52.33 a 35.16 m?/s aprés 4 heures de
fermentation et de 85.30 4 59.60 m?/s au 21°™ jour de stockage (Tableau 45 ; Figure 42).

Tableau 45. Effet de I’incorporation d’extrait aqueux de Mentha piperita L. a différentes
concentrations sur les variations du pH, d’acidité (°D) et de la viscosité (m*s) d’un yaourt étuvé.

§ Taux d’incorporation (%) d’extrait aqueux Movennes
'g Péri de Mentha Piperita L. (Int. F1X F2) M Effet | Effet | Int.
iodes (F2)
s LES FI1 F2 |FIxF2
g 0% 2% 4% 6%
S| on 0643001 06444001 0642°+0.03 06.43%:0.02  06.43*+0.01
[
€| 2h  0522940.02 05.31°:0.04 05.42°:0.03 05.58°+0.04 05.38"+0.03
£ p<0.01| p<0.01|p<0.01
5| 4n [04.58:0.03 04.71£0.02  04.91°+0.04  05.02°:0.04  04.80°+0.09
o | Moyennes (FI) o 41,002 54840.02  5.58°40.03  05.67°+0.11 .
[=% + ES
S 73 04529:0.01  04.57°£0.07  04.59:0.01  04.61*:0.01  04.57°+0.03
- 8
@ <9 e d d c b.
2 2 14)  04.38°0.02  04.45+£0.02 04.48+£0.02  04.50°+0.02  04.45)+0.02 p<0.01|p<0.01|p<0.01
Sl 21 04.212£0.02  04.228£0.02  04.26%£0.02  04.33°£0.03 04 .26°:0.02
M"yi‘;;‘ses FD 104.375:0.01  04.41°£0.03  04.44" £0.01  04.48%+0.02 -
=
2| Oh [18.332£0.01 18.338£0.03 18.342:0.03  18.342:0.03  18.34%:0.12
«
S| 2h  B9.339£0.08 3533°+0.01 31.32%40.40 31.11720.08  34.27"+0.38
% p<0.01|p<0.01|p<0.01
| 2| 4h [B0330.02 78.82°+0.88 78.60°:0.03  76.65°+0.12  78.60'+0.51
a
f’: M"yi“lé‘ses FD 46.00°£0.56  44.16"£0.46 42.75£0.21  42.039+0.07 -
23; § 73 [85.33(£0.13 83.66%0.06  81.82M+0.00  79.85+0.04  82.66°t0.06
< 22
I~ E 14)  90.45%£0.02  88.66%t0.01  84.35°+0.03  81.457+0.04  86.23"+0.02 p<0.01|p<0.01 |p<0.01
2 215 98.50°+£0.03  95.32°+0.01  94.06°:0.04  92.33+0.04  95.05°+0.01
M"yi“é‘ses FD 191.432+0.02 89.21"£0.01 86.74°+0.03  84.54%+ 0.03 -
.§ Oh  [00.89'+0.01  00.89'+0.05  00.88+0.01  00.8740.03  00.88¢=0.01
-]
= f h h b
g 2h  [20.07+0.95  17.43%022  15.37"40.07  13.38"+£0.02  16.56"+0.42 p<0.01|p<0.01|p<0.01
2| 5| 4h 52339047 51402045 41974036  35.16':0.36  45.22%0.33
g M"yi“l;‘;s FD | 24.43°+0.53 23.24°+00.26 19.41°£00.18 16.479% 00.07 -
0
'z 5l 79 [72.06+0.85 6898082 5614028 45.98'£0.12  60.79%0.52
Q -
2| g8
S 80.65°+0.57 d g k 8700,
> 8 g 14J a 77.860+0.61  70.732£0.15 54.24%0.05 70.87°+0.58 p<0.01|p<0.01|p<0.01
S| 213 85304027 83.43°+0.56 7629049 59.60'+0.12  76.16*£0.34
Moyinélgs D 19344053 76.76°:0.58  67.72°:0.29  53.27¢20.53 -

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes suivis des écarts types correspondants, avec un nombre de répétitions n=03;; h: heures; J:jour ;
F1I : facteur période ; F2 : facteur concentrations d’extrait incorporées ; '/ XF2 : interaction des deux facteurs étudiés (période et concentration
d’extrait ) ; a,b,c...etc.: groupes homogénes de comparaison des moyennes deux a deux selon le test de Newman-Keuls.
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Figure 42. Evolution des paramétres physicochimiques des yaourts enrichis en extrait aqueux de
Mentha piperita L. au cours des périodes de fermentation et de post acidification.

1.6.3. Qualité organoleptique

D'une manicre générale, 1'ajout de l'extrait aqueux de Mentha piperita L. au yaourt semble
affecter significativement (P<0.01) la qualité organoleptique évaluée par les panélistes tout au
long de la période de stockage de 21 jours, au cours de laquelle les critéres sensoriels mesurés
semblent d'autant plus altérés en fonction des augmentations des doses d’extrait ajoutées.

Les panélistes semblent avoir mieux apprécié le yaourt témoin au plan du goiit acide ayant inscrit
des scores variant entre 15 et 19.5 sommes des rangs durant les 21 jours de post acidification que
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celui préparé a 2% d’extrait avec des sommes des rangs situés entre 18.5 et 25 ; alors que les laits
fermentés contenant 4 et 6% d‘extrait ont dévoilé de médiocres résultats avec des scores variant
de 26.5 et 39 somme des rangs.

Pour ce qui est du gofit de fraicheur, du 1%, au 7°™, 14°™ et 21°™ jour de réfrigération, le yaourt
a 4% d’extrait s’est démarqué par des scores trés proches sinon meilleurs (P<0.01) que le
témoin ; 15.5 vs 26.5, 15.5vs 25, 14 vs 27, 21 vs 14 somme des rangs, respectivement. En
revanche, pendant ces mémes périodes, comparativement au témoin, des résultats médiocres
(P<0.01) ont été obtenus particuliérement a un taux d’extrait de 6% ; 15.5 vs 31.5, 15.5 vs 33, 14
vs 31 et 21 vs 36.5 somme des rangs, successivement.

Quant a l'arriére-gout, les taux d'incorporation de l'extrait aqueux de Mentha piperita L. ne
semblent pas exercer d’impact (p>0.05) réel sur les variations de ce critére sensoriel pendant les
14 premiers jours de stockage des produits au froid ; 17.5 a 31.5 sommes des rangs. Tandis qu’au
21%m jour de conservation, I’arriére golt s’avére de plus en plus prononcé en fonction des
augmentations de 0 a 6% d’extrait dans les yaourts (P<0.01) ; avec des sommes des rangs qui ont
vari¢ de 14.5 a 37 (Tableau 46 ; Figure 43).

En ce qui concerne ’adhésivité, au 1°" jour comme au 21°™ jour ce critére organoleptique
sembles diminuer d’une fagon hautement significative (P<0.01) de 20 a 33 et de 17 a 38.5 somme
de rangs, respectivement selon les variations de 0 a 6% d’extrait aqueux de Mentha piperita L.
dans le yaourt. Par ailleurs, au 7°™ et au 14°™ jour, les panélistes n’ont enregistré aucune
différence d’adhésivité (p>0.05) entre les produits. Quoiqu’au 21°™ jour le yaourt a 2% d’extrait
a enregistré un résultat similaire au témoin (p>0.05) ; 17 somme des rangs.

Pour le critére de cohésivité, des hausses remarquables (P<0.01) de 11.5 a 34.5 sommes des rangs
en fonction des augmentations des doses d’extrait dans les yaourts ont été constatées tout au long
de la conservation excepté au 14°™ jour ou aucune différence n’a été ressentie par les
dégustateurs (24 a 29 en somme des rangs).

Au 14%™ jour et 21°™ jour d’entreposage les panélistes semblent mal apprécier (P<0.01) I’odeur
des yaourts additionnés d’extrait de menthe par comparaison au témoin ; tandis qu’au 1° et 7™
jour I’analyse de variance n’a révélé aucun effet significatif (p>0.05) de I’ajout de 1’extrait sur ce
parametre étudié.

En fin, un effet hautement significatif (P<0.01) de I’extrait sur la couleur des produits élaborés a
¢été constaté tout au long de la période de post acidification ou le yaourt a été d’autant moins
apprécié par les dégustateurs avec I’augmentation de 0 a 6%des doses d’extraits ajoutés ; soit une
évolution des sommes des rangs de 14.5 a 33, en moyenne, pendant toute la période
expérimentale (Tableau 46 ; Figure 43).

175



Partie 3. Résultats & Discussion Chapitre III : Effets d’ajout d’extrait aqueux de
Mentha piperita L. sur la qualité d’un yaourt étuvé.

Tableau 46. Effet de 1’incorporation d’extrait aqueux de Mentha piperita L. sur la qualité
sensorielle d’un yaourt étuvé.

Doses d’extrait aqueux de Mentha piperita L.

Parameétres ériode incorporées Effet de
étudiés P Pextrait
0% 2% 4% 6%
J1 15.5¢ 18.5¢ 28.5° 37.5° p<0.01
J7 16.5¢ 20.5° 28° 39° p<0.01
Gout acide
J14 19.5 23.5 26.5 30.5 p>0.05
J21 15¢ 25° 29° 37 p<0.01
J1 15.5° 26.5 26.5" 31.5° p<0.01
Gout de J7 15.5¢ 26.5° 25b 332 p<0.01
fraicheur J14 14° 28° 27" 310 p<0.01
J21 21¢ 28.5° 144 36.5° p<0.01
J1 26 24 23 27 p>0.05
Arric . J7 26 24 23 27 p>0.05
rriere gou
& J14 19 22 17.5 31.5 p>0.05
J21 14.5¢ 20.5¢ 28° 37° p<0.01
J1 20¢ 27.5% 32.5° 33¢ p<0.01
J7 23.5 28 27 30.5 p>0.05
Adhésivité
J14 24 23.5 27 28.5 p>0.05
J21 17¢ 17¢ 27.5 38.5° p<0.01
J1 11.5 25.5% 28.5° 34.5° p<0.01
J7 12¢ 25b° 28.5° 34.5 p<0.01
Cohésivité
J14 24 24 25.5 29 p>0.05
J21 20° 20° 29.5° 33.5° p<0.01
J1 23.5 23.5 24 24 p>0.05
J7 23.5 24.5 25 25.5 p>0.05
Odeur
J14 18.5° 20.5% 32.5° 28.5% p<0.01
J21 15¢ 17.5° 312 36.5° p<0.01
J1 14.5¢ 16.5° 24 312 p<0.01
Coul J7 14.5° 18.5¢ 26° 332 p<0.01
ouleur
J14 13¢ 21° 31.5° 34.5° p<0.01
J21 16° 17° 30° 35a p<0.01

Les résultats sont exprimés en sommes des rangs, avec un nombre de panélistes n=10; J:jours ; P>0.05 effet non significatif du facteur
étudié (taux d’extrait incorporés dans le yaourt); p<0.01: effet hautement significatif du facteur étudié ;a,b,c,d,e...etc. : groupes
homogeénes de comparaison des moyennes deux a deux selon le test de Fridmen .
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(a): 1* jour _ ..
gout acide (b): 7™ jour  goutacide
=] =]
oLt e .
couleur & ; couleur gout de fraicheur
fraicheur
odeur —_ U amigregout  odeur — T arridre gout
cohésivite * adhésivité cohésivite” “adhésivité

(c): 14572 jour (d): 225 jour

gout acide 55'::]'-“5 acide
=11
couleur gout de couleur gout de fraicheur
fraicheur
odeur — T arrigregout  odeur — T arriére gout
cohésivite” “adhésivité cohésivite " “adhésivité
0% 2% 4% 6%

Figure 43. Effet de l’incorporation d’extrait aqueux de Mentha piperita L. sur la qualité
organoleptique d’un yaourt étuvé au cours de 21 jours de stockage au froid positif.

1.6.4. Caractéristiques oxydatives des yaourts

Tout au long de la période de stockage, les pourcentages d’inhibition du radical DPPH des
yaourts expérimentaux ont montré une évolution décroissante significative (p<0.01) en fonction
du temps d’entreposage au froid positif de 6°C ; avec des valeurs qui ont baissé de 34.66, a
27.32 et 4 22.89 en moyennes, respectivement, au 17, 10™ et 20°™ jour de réfrigération.

Au contraire, une nette amélioration trés significative (p<0.01) du pouvoir de piégeage de ce
radical en fonction des doses de 1’augmentation de 0 a 6% des doses de I’extrait aqueux de
Mentha piperita L. additionnées au yaourt a été observée au cours de la conservation. En effet, la
supplémentation du yaourt par des doses croissantes de 2, 4 et 6% d’extrait a induit des
pourcentage d’inhibition allant respectivement de 31.04, a40.5 et a 47.74% au 1° jour, et
de 28.17, 230.78 et a 34.67% au 10°™ jour, et de 21.99 , a 28.91 et a 31.07% au 20°™ jour de
réfrigération.
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Le potentiel antioxydant des yaourts expérimentaux mesuré par le test de piégeage des cations
ABTS", semble suivre la méme tendance que celle de DPPH ; avec des baisses (p<0.01) du
pourcentage d’inhibition de 29.68 a 18.44% en fonction du temps de réfrigération et de 12.98 a
23.11% avec D’accroissement des oses de 0 a 6% du niveaux d’extrait aqueux de menthe
incorporé (Figure 44).

En revanche, le taux de peroxydation des lipides dans 1’ensemble des produits expérimentaux a
augmenté sensiblement (p<0.01) de 0.62 ; a 0.78 et a 1.46 mg MDA/kg, en moyennes, au 1%, au
10°™ et au 21°™ jour de conservation, respectivement. De plus, I’ajout d’extrait de menthe
poivrée durant toute cette période a des dose variables de 0, 2, 4 et 6% a induit des baisse
remarquables de 1.14, 4 0.95, a 0.89 et a 0.85 mg MDA/kg, en moyennes (Tableau 47 ; Figure
45).

Tableau 47. Evolution du potentiel antioxydant (% d’inhibition des radicaux DPPH & d’ABTS)
et du taux de peroxydation des lipides TBARS (mg MDA/kg) des yaourts.

Taux d’incorporation (%) d’extrait de Mentha Piperita L.

Périodes (Moyennes= ES de I’Int. F1XF2) M%)ée?;f; +
0% 2% 4% 6%

J1 19.36%0.66 31.049+0.89 40.509+0.65 47.74*40.90  34.66*+0.67
DPPH J10 15.65"+0.32 28.17°+0.31 30.78°+0.30 34.67°+0.36  27.32°+0.28

J20  09.58'+0.39 21.99%0.77 28.91°+0.18 31.079:0.23  22.89°+0.39
Moyennes + ES (F2)  14.869+0.42  27.07°+0.61 33.40°+ 0.37 37.822+0.50 -

J1 17.38100.33 20.07°+0.61 37.27°+0.72 40.00£ 0.41  29.68°+0.46
ABTS J10 15.67+0.37 20.308+0.43 25.79%£0.33 32,15+ 0.69  23.48+0.40

J20 12980042  17.95"+0.63 19.718+0.51 23.11%0.22  18.44°+0.40
Moyennes + ES (F2)  15.349+0.32  20.77°+0.49 27.59*+ 0.47 31.75*+ 0.41 -

J1 0.78%+0.05 0.65%+0.01 0.57¢+0.04 0.46+0.02  00.62°+0.03
TBARS J10 1.11°40.01 0.779+0.03 0.69%+0.02 0.63%+0.02  00.78"+0.02

J20 1.52°+0.07 1.49%+0.01 1.45%+0.02 1.36°+£0.08  01.46°+0.04
Moyennes + ES (F2) 1.14*+0.04 0.95°+0.01 0.90 °+0.02 0.829+0.04 -

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes suivies des écarts types correspondants, avec un nombre de répétitions n=03 ;
ES: Erreurs standards ; J: jours; F1: facteur périodes; F2: facteur concentrations d’extrait incorporées ; Int. F1XF2:
interaction des deux facteurs étudiés (Périodes et Concentrations d’extrait) ; a,b,c...etc.: groupes homogenes de comparaison des
moyennes deux a deux selon le test de Newman et Keuls .
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Figure 44. Evaluation du potentiel antioxydant dans les yaourts enrichis d’extrait aqueux de
Mentha piperita L., au cours de 21 jours de réfrigération a 6°C.
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Figure 45. Evaluation de la peroxydation des lipides par le test de TBARS (mg MDA/kg) des
yaourts enrichis d’extrait aqueux de Mentha piperita L. a différentes doses au cours de 20 jours
de réfrigération.

1.6.5. Profil lipidique des yaourts expérimentaux

Le profil lipidique des yaourts nature et enrichis en extrait aqueux de Mentha piperita L. & 4%
sont présentés dans le (Tableau 48).

Tout au long de la période de stockage, les yaourts expérimentaux ont montré de légeres
variations (p>0.05) dans leur teneur en matiéres grasses totales, allant de 1.82 a 1.84%.

Globalement, 1'ajout de l'extrait aqueux de Mentha piperita L. n'a pas influencé de manicre
significative (p>0.05) les teneurs en acides gras saturés (AGS) comprises entre 68.18 et 68.46%
de la matiere grasse totale, ni les teneurs en acides gras insaturés (AGI) qui ont varié entre 30.84
et 31.66% du total de la matiére grasse, ainsi que leur rapport (AGS/AGI) qui a été de 1'ordre de
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2.14 2 2.17. 1l en est de méme pour les acides a chaine longues (p>0.05) dont les teneurs sont
situées entre 90.09 et 91.46% de la matiére grasse totale.

Cependant, l'analyse de la variance a montré une augmentation tres significative (p<0.01) de la
teneur en acides gras polyinsaturés (AGPI) dans le yaourt additionné de 4% d'extrait. En effet,
une augmentation de la teneur en AGPI dans le yaourt additionné d'extrait, estimée a environ
19.39% par rapport au témoin, a été observée au 20°™ jour de stockage alors qu'une réduction
trés significative (p<0.01) de la teneur globale en acides gras a chaine courte et moyenne
(AGCC) a été observée avec l'ajout de l'extrait (13.67%) par rapport au yaourt témoin.

Les acides gras les plus abondants dans les yaourts analysés dans la présente étude sont I’acide
palmitique (C16:0) qui représente de 35.08 a 35.87% des lipides totaux ; I’acide oléique
(C18:1n9) avec un taux compris entre 23.18 et 24.49% des lipides totaux ; 1’acide myristique
(C14:0) ayant une teneure variable de 11.88 a 12.30% des lipides totaux et I’acide stéarique
(C18:0) dont le taux a varié de 8.99 a 9.45% de matiere grasse totale. Ces acides gras ainsi que
d’autres tels que I’acide caprique (C10:0) ; 1’acide laurique (C12:0) et I’acide pentadécanoique
(C15:0) paraissent stables (p>0.05) en fonction de la durée de stockage et de la teneur en extrait
végétal ajouté au produit.

Toutefois, 1’ajout de I’extrait aqueux de Mentha piperita L. semble avoir sensiblement (P<0.01)
abaissé les niveaux des acides gras a chaines courtes tels que ’acide butyrique (C4:0), acide
caproique (C6:0) et acide caprylique (C8:0) d’environ 18.19%, 51.12 et 45.96% par rapport au
témoin a la fin de la période de conservation. D’autre acides gras a savoir s I’acide tridécanoique
(C13:0) et 1’acide cis-11-ecosénoique (C20:1n9) semblent également éEtre négativement et
considérablement (P<0.01) affectés par la présence de [D’extrait aqueux dans le yaourt en
réduisant leurs teneurs de respectivement de 9% et 22.53% comparativement au témoin apres 20
jours de réfrigération.

Par ailleurs, les acides gras appartenant au groupes des oméga 3 (®»-3) ont été négativement et
significativement (p<0.01) influencés par 1’ajout de ’extrait aqueux de menthe poivrée et leurs
teneurs se sont méme révélées nulles dans les yaourts contenant 4% d’extrait aprés 20 jours de
stockage. Tandis que le taux global d’acides gras appartenant au groupe des oméga-6 a montré
une tendance positive significative (p<0.01) ; soit une amélioration de la teneur en ce groupe
d'acides gras avoisinant 42.29% dans les yaourt additionnés d'extrait par rapport au témoin. Le
rapport ®-6/w-3 a été significativement (p<0.01) affecté par I'ajout de l'extrait, allant de 6.76 a
environ 6.96 au 1° jour de stockage et de 5.21 a 0 pour, respectivement, le yaourt t¢émoin et le
yaourt contenant l'extrait apres 20 jours de stockage au froid positif (6°C).

Il convient de noté que parmi les acides gras essentiels 1’acide linoléique (C18:2n6) a montré une
amélioration quantitative considérable (P<0.01) estimée a 49.11% comparativement au yaourt
standards suite a 1’ajout de I’extrait et apres 20 jours stockage. Tandis que d’autres acides gras
essentiels tels que 1’acide a-linolénique (C18:3n3), 1’acide cis-11,14,17-ecosatriénoique
(C20:3n3), I’acide cis-8,11,14-Eicosatrienoique (C20:3n6) ainsi que 1’acide undécanoique
(C11:0), l’acide arachidique (C20:0), D’acide cis-11,14-ecosadiénoique (C20:2), 1’acide
béhénique (C22 :0) et I’acide lignocérique (C24:0) ont completement (P<0.01) disparus dans les
yaourts additionnés d’extrait .
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Tableau 48. Profil en acides gras des yaourts expérimentaux (en % des lipides totaux).

Périodes 1" Jour 20°™ Jour Effet
Acides gras Oz{l(")éf;:ij‘nl)}) 4% EAMP 0;/1(: éflﬁiAI;[)P 4% EAMP d’EAMP
Lipides totaux (g/100g) 01.843 £ 0.09 01.844 +0.06 01.822 £ 0.03 01.831 £ 0.05 p>0.05
C4:0 01.485+0.07 01.443" +£0.01 01.644*+0.03 01.345°£0.01 P<0.01
Cé6:0 01.286+ 0.06 01.279* £0.01 01.329*+0.02 00.623°+0.00 P<0.01
C8:0 00.980%+ 0.05 00.973% + 0.00 01.0032+ 0.02 00.542°+0.00 P<0.01
C10:0 02.556+0.13 02.511+ 0.01 02.576 + 0.04 02.577+0.01 p>0.05
C11:0 00.050°+ 0.00 00.047°+ 0.00 00.040°+ 0.00 00¢ p<0.01
C12:0 03.350£0.70 03.283 +0.01 03.319+£0.05 03.468 + 0.02 p>0.05
C13:0 00.091¢ £ 0.01 00.104°+ 0.00 00.100°+ 0.00 00.091¢+0.00 p<0.01
C14:0 12.042 £ 0.60 11.933 +£0.05 11.882 +£0.19 12.302 £ 0.05 p>0.05
C14:1 00.641°+ 0.03 00.629° + 0.00 00.622°+0.01 01.290°+ 0.01 p<0.01
C15:0 01.321+0.07 01.280 +0.02 01.304+ 0.02 01.218 £ 0.01 p>0.05
C16:0 35249+ 1.75 35.390 +£0.14 35.075 +£0.57 35.87 +£0.16 p>0.05
C16:1 02.173°+0.11 02.222°+ 0.07 02.266"+ 0.03 02.436*+0.06 p<0.01
C17:0 00.666*+ 0.03 00.595°+ 0.02 00.632*+ 0.01 00.66*+ 0.01 p<0.01
C18:0 08.994 +0.45 09.166 +0.04 09.140 +£0.15 09.451 + 0.04 p>0.05
C18:1n9 24.173 +1.20 24.494 +0.10 24317 £0.40 23.181+0.10 p>0.05
C18:2n6 02.766°+ 0.14 02.504¢+ 0.01 02.816°+ 0.05 04.1992+0.02 p<0.01
C20:0 00.1312+ 0.01 00.1352+ 0.00 00.1332+ 0.00 00° p<0.01
C18:3n3 00.338"+0.02 00.291¢+ 0.00 00.448*+ 0.01 00¢ p<0.01
C20:1n9 01.148*+ 0.06 01.124*+ 0.00 00.941°+0.02 00.729¢+0.00 p<0.01
C20:2 00.051°+ 0.00 00.054*+ 0.00 00¢ 00°¢ p<0.01
C20:3n3 00.093°+ 0.06 00.120*+ 0.00 00.118*+0.00 00°¢ p<0.01
C22 00.062°+ 0.00 00.064°+ 0.00 00.076*+ 0.00 00°¢ p<0.01
C20:3n6 00.149°+0.01 00.2082+ 0.00 00.135°+ 0.00 00¢ p<0.01
C24:0 00.198*+ 0.01 00.114°+ 0.00 00.085¢+ 0.00 00¢ p<0.01
AGS 68.462 +3.39 68.317+£0.27 68.338 +£1.11 68.181+0.30 p>0.05
AGI 31.532 £1.56 31.646 £ 0.12 31.663 £0.51 30.836 £ 0.14 p>0.05
AGS/AGI 02.171 £0.11 02.158 £0.01 02.158 +0.04 02.142 £ 0.01 p>0.05
AGMI 28.140 +1.40 28.469 +0.11 28.146 +0.46 27.630+0.12 p>0.05
AGPI 03.398°+0.17 03.177¢£ 0.10 03.517°+0.16 04.199*+ 0.04 p<0.01
AGCCM 09.712*+ 0.48 09.5372+ 0.04 09.9112+0.16 08.556°+ 0.25 p<0.01
AGCL 90.300 +4.47 90.426 = 0.36 90.090 + 1.46 91.462 +0.40 P>0.05
®-3 00.431°+ 0.02 00.411°+0.02 00.566*+ 0.01 00°¢ p<0.01
-6 02.915°+0.14 02.712 °£ 0.08 02.951°+0.05 04.199°+ 0.08 p<0.01
-6/ ®-3 06.764*+ 0.34 06.958* +0.13 05.214°+ 0.09 00° p<0.01

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes et écarts types; Pour chaque groupe, le nombre de répétitions est de 03 (n = 03) ; EAMP: Extrait
aqueux de Mentha piperita L.; p<0.01: effet hautement significatif du facteur étudié (Taux d’extrait de menthe incorporés dans le yaourt);
Pp<0.05 : effet significatif du facteur étudié; p>0.05 : effet non significatif du facteur étudié. Les moyennes dans la méme ligne avec différents
souscriptions sont significativement différentes au seuil de probabilité de 5% ; MGT : matiére grasse totale ;C4:0 (acide butyrique) ; C6:0 (acide
caproique) ; C8:0 (acide caprylique) ; C10:0 (acide caprique) ; C11:0 (acide undécanoique) ; C12:0 (acide laurique) ; C13 : 0 (acide tridécanoique)
;5 C14:0 (acide myristique) ; C14:1 (acide myristoléique) ; C15:0 (acide pentadécanoique) ; C16:0 (acide palmitique) : C16:1 (acide palmitoléique) ;
C17:0 (acide heptadécanoique) ; C18:1n9c¢ (acide oléique) ; C18:2n6¢ (acide linoléique) ; C20:0 (acide arachidique) ; C18:3n3 (acide a-linolénique)
5 C20 : 1n9 (acide cis-11-ecosénoique) ; C20:2 (acide cis-11,14-ecosadiénoique) ; C20:3n3 (acide cis-11,14,17-ecosatriénoique) ; C22:0 (acide
béhénique) ; C20 : 3n6 (Acide cis-8,11,14-Eicosatriénoique) ; C24:0 (Acide lignocérique) ; AGS :Acides gras saturés; AGI :Acides gras insaturés ;
AGS/AGI :Rapport acides gras saturés/insaturés ; AGMI : Acide gras mono insaturé : AGPI :Acide gras poly insaturé ; AGCCS : Acides gras a
chaine courte et moyenne ; AGCL: Acides gras a chaine longues ; ®-3:0méga 3 ; ®-6:0méga 6 ; ®-6/ ®-3 : rapport Oméga 6/ Oméga3.
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2. Discussion
2. 1. Etude phytochimique de I’extrait

Dans la présente étude 1'extraction des composés bioactifs de Mentha piperita L. par usage de
I’eau comme solvant d’extraction a abouti a un rendement trés intéressant estimé a 19.05%, bien
sipérieur a 12.72% obtenu par macération dans I’eau d’une menthe poivrée récoltée au Brésil
(Fischer et al., 2020). Cette différence de rendement peut étre due a la différence de composition
des plantes étudiées (Al-Zaben et al., 2023), influencée particulierement par la localisation
géographique et le climat (Brahmi et al., 2022).

Les résultats du screening phytochimique de I’extrait aqueux de Mentha piperita L., a révélé une
présence remarquable de polyphénols, d’alcaloides et de tannins galliques a cot¢ des flavonoides,
des anthocyanes, des saponines, ainsi que des sucres réducteurs qui ont été¢ également détectés a
de faibles teneurs. Les mémes résultats ont été rapportés par (Igbal et al., 2022) seulement a la
différence ils n’ont pas détecté de saponines dans l'extrait aqueux de Mentha piperita L., récoltée
au Pakistan. Les variations des résultats proviennent probablement a 1’influence des facteurs
environnementaux liés & la saison de récolte et a la provenance géographique de la plante
(Brahmi et al., 2022). Les méthodes d'extraction et d'analyse peuvent également avoir aussi un
impact décisif sur la détection précise des substances phytochimiques lors du criblage, ce qui
s’est traduit par 1'absence ou la présence d'un métabolite particulier dans un extrait de la méme
plante obtenu par usage du méme solvant (Rohloff et al., 2005 ; Mahendran & Rahman, 2020).

Par ailleurs, le dosage colorimétrique a dévoilé dans la solution de menthe poivrée des contenus
en composé€s phénoliques totaux et en flavonoides totaux trés remarquables estimés,
respectivement, a 93.31 mg EAG et 85.83 mg EQ/g d’extrait lyophilisé. Ces valeurs sont tres
¢levées par rapport a celles rapportées dans une étude réalisée sur une menthe poivrée récoltée en
Inde dont les teneurs ont été évaluées respectivement a 3.40 mg EAG et 7.34 mg EQ par g
d’extrait lyophilisé (KS & Shinde, 2019). Ces différences de résultats seraient attribuables a
plusieurs facteurs notamment le climat et la situation géographique qui, selon (Brahmi et al.,
2022), peuvent influencer sensiblement en termes qualitatifs et quantitatifs la composition des
plantes en principaux composés bioactifs.

Cependant, bien que le meilleur rendement d'extraction ait été obtenu dans la présente étude par
I’usage de 1’eau comme solvant d’extraction, I’extrait aqueux de menthe poivrée a montré des
teneurs en composés phénoliques totaux et en flavonoides tres faibles par rapport a celles
enregistrées dans les extraits hydroéthanolique (359.61 mg EAG et 219.77, respectivement, par g
d’extrait lyophilisé¢ et hydrométhanolique (412.32 mg EAG et 227.65 mg EQ, respectivement, par
g d’extrait lyophilisé testés dans cette présente étude. Ceci peut étre expliqué par le fait que
l'usage de l'eau comme seul solvant d'extraction conduit a un extrait contenant, en plus des
composés phénoliques, d'autres substances polaires et non polaires en proportions élevées telles
que les sucres, les acides organiques et les protéines solubles susceptibles d'interférer dans la
quantification des composés bioactifs mesurés (Chirinos et al.,, 2007). Une autre raison,
potentiellement possible, a ét¢ mentionnée par Zhang et al. (2001) indiquant que la faible teneur
en polyphénols de l'extrait aqueux serait liée a la dégradation de ces composés par l'enzyme
polyphénol oxydase qui est inactive dans les extraits au méthanol et a 1'éthanol. En outre,
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I'éthanol et le méthanol, étant moins polaires que 1'eau, dégradent plus efficacement les parois
cellulaires des plantes et permettent ainsi une meilleure extraction des principaux composeés
secondaires contenus dans les végétaux (Lapornik et al., 2005).

La méthode LC-MS/MS appliquée a I’extrait aqueux de Mentha piperita L, a permis d’identifier,
parmi les 53 standards utilisés, 22 composés phytochimiques dont 6 acides phénoliques, 13
flavonoides, 2 acides non phénoliques, ainsi qu’un unique aldéhyde phénolique.

Une abondance remarquable des acides phénoliques (89.78% des composés détectés) a été
constatée dont 1’acide rosmarinique a enregistré la proportion la plus ¢élevée avec une teneur
estimée a 86.73 mg/g d’extrait sec. Cet acide s’avere le principal constituant de ce groupe de
composés phénoliques (groupes des acides phénoliques) qui a représenté un taux de 78.81% des
principaux acides phénoliques identifiés et une proportion d'environ 70.83% de la totalité des
substances phytochimiques révélées. Nos résultats sont proches a ceux publiés par (Oalde
Pavlovi¢ et al., 2021) qui ont estimé le contenu en acide rosmarinique a 84.45 mg/g d’extrait sec
d’une menthe poivrée cultivée en Serbie. Cette richesse de Mentha piperita L. en acides
phénoliques et en particulier en acide rosmarinique a aussi été confirmée par de nombreux
auteurs (Elansary et al., 2020 ; Cavar Zeljkovi¢ et al., 2021 ; Kiirekci & Beyazit, 2022).
L'acide rosmarinique joue un role important chez les végétaux en tant qu'agent de défense contre
les pathogenes du milieu et contre les herbivores, tandis que chez les humains, il semble étre doté
principalement d'une bonne activité neuro-protectrice démontré notamment dans le cadre de la
prévention de la maladie d'Alzheimer (Costa et al., 2013), mais il présente aussi des effets anti-
inflammatoires (Zhao et al., 2018) et hépatoprotecteurs trés avérées (Wang et al., 2019,
Marcheyv et al., 2021).

Cette présente étude a également dévoilé la présence d’autres acides phénoliques dans 1’extrait
aqueux de la plante étudiée tels que les acides quinique (18.38 mg/g d’extrait) et caféique (3.089
mg/g d’extrait sec) qui s’avérent occuper respectivement la 2™ et la 4°™ place parmi I’ensemble
de ces composés identifiés du point de vue abondance.

Les acides chlorogénique, protocatéchique, p-coumarique et gentisique ont éventuellement été
quantifiés a des taux relativement négligeables de 0.799, 0.582, 0.423 et 0.046 mg/g d’extrait sec,
respectivement. A ce propos, (Mahdavikia et al., 2017) ont aussi mis en évidence la présence
des acides caféique, chlorogénique et p-coumarique dans 1’extrait aqueux de Mentha piperita L.,
cultivée en Iran, mais a des teneurs différentes par comparaison aux résultats avancés dans cette
étude expérimentale (0.05, 1.2 et 1 mg/g d’extrait sec, respectivement). (Oalde Pavlovi¢ et al.,
2021) de leur coté ont rapporté des valeurs de 0.69 et 1.09 mg/g d’extrait sec de menthe poivrée
récoltée en Serbie, respectivement, pour les acides caféique et chlorogénique.

En outre, les flavonoides détectés a un taux de 6.96% de la totalité des substances
phytochimiques identifiées ont été fortement représentés par les flavones estimés a un taux de
76.36% des flavonoides détectés dont les plus répondus étaient le cyranoside, la lutéoline et la
cosmosiine €¢valués a des proportions de 2.611, 1.381 et 1.151 mg/g d’extrait sec, respectivement.
La présence de ces composé€s a aussi été signalés dans la menthe poivrée par (Van et al., 2022).
Trois flavanones a savoir I'hespéridine, la naringénine et I'hespérétine ont été également détectées
a des taux successives de 1.317, 0.1 et 0.321 mg/g d'extrait sec, en plus d’un aldéhyde
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protocatechuique retrouvé a un niveau trés faible (0.161 mg/g d'extrait sec). Par ailleurs, 1’extrait
analys¢ semble renfermer encore 3 flavonols ; Rutine (0.089 mg/g d’extrait sec), isoquercitrine
(0.087 mg/g d’extrait sec) et Kaempferol (0.092 mg/g d’extrait sec). Une présence d'un acide
non phénolique, a savoir l'acide fumarique, aux propriétés antioxydantes trés reconnues
(Guimariaes et al., 2013) a également été détectée dans 1'extrait analysé a un taux de 3.714 mg/g
d'extrait sec. Ces résultats confirment ceux de (Kiirekeci & Beyazit, 2022) qui ont récemment
recensé tous ces composés bioactifs dans la menthe poivrée. L'hespéridine, exceptionnellement, a
été estimée a une concentration de 9.3 mg/g d'extrait sec dans I’extrait aqueux d’une menthe
poivrée Iranienne (Mahdavikia et al., 2017). Cette teneur est nettement plus importante que celle
(1.317 mg/g) recensée dans la présente étude. Aussi, la rutine, a été retrouvée dans une étude
menée par (Oalde Pavlovi¢ et al,. 2021) sur I’extrait aqueux de Mentha piperita L a des teneurs
tres €levées d’environ 6.40 mg/g d’extrait sec.

Cette divergence des résultats en principaux composés secondaires présents dans 1’extrait aqueux
de la menthe poivrée pourrait €tre liée a I’influence de différents facteurs environnementaux tels
(la nature du sol, laltitude, le climat, la saison de récolte...etc.) ou a des facteurs intrinséques
propre au végétal (état physiopathologique, variation génétique et stade physiologique au
moment de la récolte) (Renoz et al., 2022). Les méthodes et la diversité des solvants d'extraction
utilisées, ainsi que les différentes techniques de séchage du végétal et d'analyses
chromatographiques employées comptent encore parmi les nombreux autres facteurs capables de
faire varier la composition en principaux composés bioactifs dans I’extrait analysé¢ (Rohloff et
al., 2005 ; Mahendran & Rahman, 2020).

2.2. Potentiel antioxydant de I’extrait

Les méthodes d’évaluation de la capacité antioxydante de l'extrait aqueux de Mentha piperita L.,
appliquées dans la présente étude ont montré des valeurs d’IC50 de 5.37 et 4.36 mg/ml obtenues
respectivement par le test de piégeage des radicaux DPPH et le test d’ABTS. Ces valeurs sont
supérieures a celles enregistrées pour les standards utilisés qui ont enregistré successivement des
IC50 de 0.16 et 1.36 mg/ml avec l'acide ascorbique et des IC50 de 0.03 et 1.17 mg/ml avec la
quercetine, néanmoins, elles sont nettement plus intéressantes que 11.32 et 14.77 mg/ml,
enregistrées via le test d'inhibition du DPPH, respectivement, pour des extraits éthanoliques et
méthanoliques de Mentha piperita L. récoltée en Irak (Farnad et al., 2014) . Il est probable que
les écarts entre les résultats en terme du pouvoir antioxydant proviennent de la variation en
teneurs en composés phénoliques influencées par des facteurs environnementaux comprenant la
saison de récolte et a 1'origine géographique de la plante (Brahmi et al., 2022) ainsi que 1’état
physiologique de la plante (Rohloff et al., 2005 ; Mahendran & Rahman, 2020).

En effet, une corrélation linéaire entre la capacité antioxydante et le contenu phénolique total a
¢été rapporté par plusieurs auteurs (Aryal et al., 2019 ; Yahiaoui et al., 2022). Les composés
phénoliques sont des antioxydants importants qui désactivent les radicaux libres grace a leur
capacité a donner des atomes d'hydrogene a ceux-ci. Ils disposent également sur le plan structurel
des caractéristiques optimales pour piéger les radicaux libres (Amarowicz et al., 2004).

Dans une large part, le caractére antioxydant de I’extrait aqueux de Mentha piperita L. peut étre
attribué particulierement a l'acide rosmarinique doté d'un fort pouvoir de piégeage des radicaux
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libres ainsi que des especes réactives de 'oxygene (Ghorbani et al., 2019 ; Kim et al., 2020 ;
Noor et al., 2022) et qui a été retrouvé selon les résultats de 1'analyse LCMS/MS comme étant le
composé bioactif majoritaire parmi les acides phénoliques en plus de l'acide caféique reconnu
aussi pour son fort pouvoir antioxydant dans les denrées alimentaires (Mostafazadeh et
al.,2022). Néanmoins, un acide non phénolique dont I'acide fumarique possédant des propriétés
antioxydantes et anti tumorales trés intéressantes (Guimaraies et al., 2013) a été aussi détecté
dans I’extrait aqueux de la plante objet de la présente étude a un taux non négligeable de 3.714
mg/g.

Par ailleurs, I’analyse LCMS/MS a montré la présence dans l'extrait aqueux de menthe poivrée de
plusieurs composés flavonoides dont la pouvoir antioxydant a été signalé par plusieurs
chercheurs incluant des Flavones comme la lutéoline et I'apégénine (Lobine et al., 2021), le
cyranoside et la cosmosiine (Elansary et al.,2020), des Flavanones comme la naringénine
(Majewska et al., 2011) ainsi que I'hespérétine et I'hespéridine qui sont de puissants piégeurs de
radicaux DPPH et ABTS (Choi et al.,2022)

Il est important de souligner que ces composés phénoliques contenus dans I'extrait aqueux de
Mentha piperita L. contribuent a l'activité antioxydante du point de vue quantitatif, mais peuvent
aussi agir par synergie d’une maniere plus efficace a de faible quantités au plan qualitatif (Zhang
et al., 2022).

2.3. Impact antimicrobien de I’extrait de Menthe sur les bactéries starters du yaourt

Les résultats de 1’évaluation de I'activité antimicrobienne en fonction de 1’élévation de 0, 20, 40,
60, 80 et 100 % de la concentrations de ’extrait aqueux des parties aériennes de Mentha piperita
L. vis-a-vis des deux bactéries starters a Gram positif du yaourt ont permis de détecter des baisses
significatives (p<0.01) de la croissance des S.thermophilus de 356, 4 310, 4 236,24 122,470 eta 0
UFC/ml et L.bulgaricus de 300, a 238, a 145, a 54, a 46 et a 0 UFC/ml, respectivement. L extrait
aqueux pur non dilué de la plante a généré des diametres d'inhibition de 12 mm pour
S.thermophilus et de 14.63 mm pour L.bulgaricus. Par rapport a la Gentamicine, considérée
comme un puissant antibiotique, 1'effet antimicrobien de 1’extrait aqueux de menthe poivrée a été
estimé a environ 55 et 44% respectivement envers ces deux germes lactiques. En outre, d’apres le
rapport CMB/CMI égal a 1 ’extrait de la plante examiné semble exercé un effet de type bactéries
vis-a-vis de ces deux germes étudiées (Denis et al., 2011).

Ces résultats sont en accord avec les constatations de plusieurs auteurs indiquant I’existence
d’une relation cause a effet positive entre l’activité antibactérienne et l'augmentation de la
concentration en composés phénoliques d’extraits aqueux de quelques plantes médicinales
comme Moringa oleifera, Azadirachta indica et Lepidium sativum contre de nombreux
microorganismes pathogenes tels que Salmonella tiphi Streptococcus agalatiae , Shigella boydii
et Staphylococcus aureus (Ibrahim & Kebede, 2020) ; et A notre connaissance, rares sont les
¢tudes qui sont menées a ce jour sur ’effet antibactérien de 1’extrait aqueux de Mentha piperita
L.vis-a-vis des bactéries bénéfiques pour la santé chez ’homme dont les bactéries starters du
yaourt. Cependant, les travaux réalisés par Ait Chabane et al. (2021) ont bien confirmé la
sensibilité des S.thermophilus et L.bulgaricus vis-a-vis de I’extrait hydroéthanolique de Mentha
piperita L. qui a démontré un effet de type bactériostatique contre ces deux bactéries lactiques
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pour lesquelles des taux d’inhibition de 66.64 et 59.99% ont été respectivement, évalués
comparativement a la pénicilline utilisée comme témoin positif.

Ces réponses ne concordent pas a nos résultats obtenus dans la présente étude dont la différence
résulte sans doute du type de solvant et de la procédure d'extraction utilisée qui peuvent influer
notablement le contenu photochimique déterminant du pouvoir antibactérien des extraits
(Hussein et al., 2020).

Par ailleurs, la sensibilité des bactéries a Gram positif a l'activité des extraits aqueux des plantes
médicinales riches en composés phénoliques tels (Thymus vulgaris et Scutellaria brevibracteata
L) a été documentée dans de nombreuses publications scientifiques (Haroune, 2022 ; Kwiecien
et al., 2023). L’extrait aqueux de Mentha piperita L. objet de la présente étude a démontré un
effet antimicrobien contre plusieurs germes pathogénes a Gram positif dont notamment
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Citrobacter spp et Kliebsella spp
et Escherichia coli (Hussein et al., 2020 ; Kapp et al., 2020).

Cet effet antimicrobien exercé par I’extrait de menthe serait certainement lié a son contenu en
composés phénoliques dont le pouvoir inhibiteur de la croissance bactérienne a été bien observé
contre les deux germes lactiques du yaourt testés ; Streptococcus thermophilus et Lactobacillus
bulgaricus. A ce propos, il est bien établi que les plantes synthétisent des substances bioactives
dont notamment les composés phénoliques en tant que moyen d'auto-défense pour lutter contre
de nombreuses infections microbiennes (Bouarab et al.,2019) et a I’évidence peuvent aussi agir
individuellement et/ou en synergie (Righi et al., 2020) in vitro comme agents antimicrobiens tres
efficaces contre plusieurs germes pathogenes et d’altérations (Ralte et al., 2022 ; Drioiche et al.,
2024). L'effet antibactérien de l'acide rosmarinique, détect¢é comme majoritaire dans l'extrait
étudié, a été souligné par de nombreuses chercheurs (Matejczyk et al., 2018 ; Bittner Fialova et
al., 2020 ; Elansary et al., 2020 ; Hitl et al., 2021) en agissant par insertion sur la membrane
cellulaire du microorganisme (Bais et al., 2002). Il a également été rapporté que l'acide caféique
retrouvé a une forte proportion dans I’extrait de menthe possede des propriétés antibactériennes
importantes (Elansary et al., 2020) causant des dommages cellulaires (Righi et al., 2020) par
destruction de la membrane bactériennes. La présence des flavonoides dans I’extrait expérimental
a aussi €té associée a I’action inhibitrice de la prolifération des micro-organismes de par leur
capacité a se lier aux protéines extracellulaires ainsi qu’aux parois cellulaires bactériennes et
grace a leur caractére lipophile qui est un facteur important de l'activité antimicrobienne chez
particulierement les germes a Gram négatif (Veiko et al., 2023). Il est aussi bien prouvé que
parmi ces flavonoides les flavanones dont notamment la naringénine (Teng et al.,2018 ; Veiko
et al.,2023), la lutéoline et I'apigénine (Kapp et al., 2020), ainsi que 1'hespéridine et 'hespérétine
(Choi et al., 2022) présents dans I’extrait a de faibles teneurs présentent éventuellement des
propriétés antibactériennes trés élevées a 1’égard de nombreux microorganismes tels que
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus , Escherichia coli et Pseudomonas aerugenosa. Ces
composés exercent leur effet antibactérien selon plusieurs mécanismes tels que la perturbation de
la membrane bactérienne, l'inactivation des enzymes microbiennes et l'activation du systeme
immunitaire de 1'hote (Duda et al., 2012 ; Choi et al., 2022). D’autres mécanismes peuvent
également etre impliqués dans [’activité antibactérienne des composés phénoliques dont :
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réduction du niveau d’ATP par inhibition de I’ATPase membranaire (Nazzaro et al., 2013),
altération de la transcription de 'ADN ou encore par action anti-Quorum Sensing (Dimitrova et
al., 2023).

2.4. Qualité des yaourts a I’extrait de Mentha piperita L.
2.4.1. Bactéries spécifiques du yaourt

Les résultats du dénombrement des bactéries starters des yaourts expérimentaux obtenus dans la
présente étude ont montré un développement croissant de ces germes en fonction du temps
d’entreposage depuis le début de 1’expérimentation jusqu’au 21°™ jour de conservation a 6°C.
Cependant, pour tous les échantillons de yaourt élaborés, le germe L.bulgaricus semble Etre
numériquement moins abondant que S.thermophilus. La présence de ces derniers dans une
proportion deux fois supérieure a celle de L.bulgaricus dans la culture de départ du yaourt en
serait I'une des raisons possibles de cette différence. L'intolérance au pH neutre du lait avant
d’étre fermenté serait aussi un facteur important expliquant le nombre réduit des L.bulgaricus
dont la croissance est décalée par rapport aux S.thermophilus qui déclenchent la fermentation en
produisant des métabolites tels I’acide formique et le CO2 indispensables au développement de
L.bulgaricus plus acido-tolérant, qui au pH acide du milieu prennent le relais et achévent la
fermentation en continuant a croitre 1égérement pendant la phase de post acidification des yaourts
déroulée au froids positifs (6C°) (Irkin et Eren, 2008 ; Yamauchi et al., 2018, Yamamoto et
al., 2021).

Par ailleurs, I’effet négatif de I’extrait aqueux de Mentha piperita L. sur le développement des
bactéries spécifiques du yaourt a été démontré par une régression hautement significative
(p<0.01) de 186 a 102 UFC/g et de 338 a 269 UFC/g du nombre de germes Streptococcus
thermophilus, respectivement, a la fin des périodes de fermentation et de post-acidification, et de
120 a 66 UFC/g et 248 a 163 UFC/g en nombre de Lactobcillus bulgaricus respectivement, a la
fin des périodes de fermentation et de post-acidification, selon 1’augmentation de 0 a 6% de la
proportion d'extrait incorporée dans produits expérimentaux. Néanmoins, tous les yaourts
¢laborés dans la présente étude avec ou sans extrait de menthe poivrée semblent bien répondre a
la norme du Comité international du Codex Alimentarius (Joint FAO/WHO, 2003) qui stipule
que les bactéries lactiques dans le yaourt doivent étre viables et & un nombre au moins de 10’
UFC/g jusqu’a la date limite de consommation (DLC).

Nos résultats rejoignent ceux rapportés par plusieurs chercheurs qui ont eu I’idée d'incorporer
dans le yaourt les extraits aqueux de différentes plantes médicinales dont notamment le thym
(Haroune, 2022), la marjolaine et la sauge (Hasneen et al., 2020), ainsi que le romarin (Ali et
al., 2021). Ces auteurs ont aussi constaté que ces extraits riches en composés phénoliques
réduisaient la croissance des S.thermophilus et L.bulgaricus. Un recule d’environ 26% de la
croissance de S. thermophilus et 14% de L.bulgaricus a été constaté dans un yaourt additionné a
6% d’extrait aqueux de Mentha piperita L., récoltée dans la région de Ouargla en Algérie a été
rapporté dans une étude menée par (Ait Chabane et al., 2021). Au contraire, d'autres travaux ont
révélé une meilleure croissance des cultures de yaourt avec I'ajout d'extraits aqueux de Morinaga
(Zhang et al., 2019a) et du thé sucré chinois (Abdel-Hamid et al., 2020). Cette diversité¢ dans
les résultats montre bien que la viabilité¢ des cultures de yaourt dépend de l'espece végétale ainsi
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que de la concentration et de la qualité en substances phytochimiques contenus dans I’extrait
(Abdel-Hamid et al., 2020) et qui peuvent avoir des effets antimicrobien inhibiteur (Hasneen et
al., 2020 ; Ali et al., 2021 ; Haroune, 2022) ou prébiotique (Oh et al., 2016 ; Abdel-Hamid et
al., 2020, Shori et al., 2021) stimulant vis-a-vis de la croissance des bactéries starters spécifiques
du yaourt.

2.4.2. Qualité physicochimique

Une diminution significative (p<0.01) du pH de 6.42, a 4.80 et a 4.26 en moyennes a été
enregistrée, respectivement au temps zéro, apres 4 heures de fermentation et apres 21 jours de
post-acidification. A la différence du pH, durant ces périodes un accroissement significatif
(p<0.01) de 18.34, a 78.60 et a 95.70 °D en moyennes a ét¢ constaté respectivement dans les
yaourts additionnés ou non d’extrait aqueux de menthe poivrée. Ceci est sans doute di a l'activité
des Streptococcus thermophilus et des Lactobacillus bulgaricus qui, en coexistant ensemble dans
la matrice du lait, réagissent de manicre synergique en acidifiant le lait par fermentation du
lactose en acide lactique, abaissent ainsi le pH du milieu tout en produisant d’autres composés
tels les exopolysaccharides et 1’acétaldéhyde qui modifient remarquablement les propriétés
rhéologiques et sensorielles du yaourt par rapport a d'autres laits fermentés produits a partir d'une
seule souche lactique (Georgala et al., 1995). La croissance et les aptitudes a la fermentation du
lactose du lait en lactate de ces deux germes commencent au cours de la période de fermentation
et continuent a se poursuivre méme pendant le stockage des produits expérimentaux a 6 °C
(Accolas et al., 1977 ; Zourari et al., 1992).

Cependant, 1’ajout d’extrait aqueux de Mentha piperita L., a des concentrations variables de 0 a
6% s’est traduit par des valeurs de pH qui ont varié d’une manicre proportionnelle et trés
significatives(p<0.01) de 5.41 4 5.67, en moyennes, au cours de la fermentation et de 4.37 a 4.48,
en moyennes, pendant toute la période de stockage a 6°C. Tandis qu’en fonction des variations
de 0 a 6% des doses d’extrait I’acidité des yaourts a diminué respectivement de 46 a 42.03 °D, en
moyennes, durant la fermentation et de 91.43 a 84.54 °D, en moyenne, pendant les 21 jours de
post acidification. Ces résultats seraient la conséquence directe de la diminution de I’activité
fermentaire des bactéries starters du yaourt dont les aptitudes a produire du lactate dans le milieu
et la viabilité ont été¢ sans doute affectées par 1’ajout aux produits d'extrait aqueux riche en
principaux composés phénoliques a effet antibactérien bien confirmé par de nombreux auteurs et
retrouvés a de fortes concentrations comme particulierement l'acide rosmarinique (Lobiu et al.,
2023 ; Hitl et al., 2021), I'acide caféique (Luis et al., 2014), la lutéoline et I'apigénine (Kapp et
al., 2020).

Des résultats similaires ont été constatés par (Ali et al,. 2021) lors d’une étude portée sur
I'amélioration des propriétés fonctionnelles du yaourt via I'ajout de différentes doses d'extrait
aqueux de romarin, ou ils ont attribué la hausse du pH et la baisse de l'acidité du yaourt traité a
l'inactivation totale ou partielle des bactéries du yaourt par l'extrait de romarin contenant de
nombreux composé€s bioactifs dont majoritairement 1’acide rosmarinique. Il a ét¢ également
suggéré qu'une plus grande perméabilité de la membrane cytoplasmique de ces bactéries suites a
des contraintes de froids qui se manifestent au cours du refroidissement favorise plus I'absorption
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de I’extrait de la plante étudiée tout en affectant davantage ’intégrité des cellules bactériennes
(Gorissen et al., 2011).

D'autres études menées par plusieurs auteurs rapportent, au contraire, que 1'ajout d'extraits aqueux
de certaines plantes médicinales tels le thé vert chinois (Najgebauer-Lejko et al., 2011), le
Moringa (Zhang et al., 2019a), et le th¢ doux chinois (Abdel-Hamid et al., 2020) dans la
préparation du yaourt n'a pas eu d'effet significatif sur les valeurs de pH et I’acidité du milieu par
rapport au yaourt témoin. Il ressort de ces constatations que les effets de 'ajout d'extraits des
végétaux sur les valeurs de pH et de ’acidité du yaourt, les quels sont étroitement liées a la
viabilité des bactéries starters, dépendent du genre de la plante utilisée et de sa richesse en
principaux substances phénoliques (Ait Chabane et al., 2021) a forts pouvoirs antimicrobiens
(Wei et al., 2023) et dont les contenus quantitatifs et qualitatifs peut étre affectés par plusieurs
facteurs du milieu (température, nature du sol, humidité...etc. (Iwaniuk & Lozowicka, 2022).

Comme il a été rapporté par (De Moura et al., 2019), les valeurs d'acidité¢ mesurées a la fin de la
fermentation et durant les 21 jours de post-acidification dans les yaourts expérimentaux avec ou
sans extrait aqueux de menthe poivrée sont situées dans la fourchette des valeurs normales de 80
a moins de 150 °D et correspondant a un intervalle variable entre 0.8 g a moins de 1.5 g d'acide
lactique/100 g de produit. Soulignons aussi que les yaourts préparés a 2 et a 4% d'extrait ont
montré , globalement, une acidité trés proche a celle du contréle, probablement en raison d'une
moindre altération a ces doses par les composés bioactifs constitutifs des bactéries lactiques
(Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus) productrices de lactate par rapport a la
dose sévere de 6% ajoutées dont les fortes teneurs en certains composés secondaires a effets
antimicrobiens retrouvés dans la solution d’extrait testé composé en majorit¢ de l'acide
rosmarinique (Lobiu et al., 2023 ; Hitl et al., 2021) et 'acide caféique (Luis et al., 2014), ainsi
que la lutéoline et l'apigénine (Kapp et al., 2020) ont certainement endommagé plus la
croissance de ces deux germes spécifiques du yaourt et réduits d’avantages de leurs aptitudes
fermentaire a produire plus de lactate dans le milieu.

Un autre critére considéré comme étant déterminant de la qualité du yaourt est bien la viscosité
(Celik & Temiz, 2022). Dans la présente étude, de nettes augmentations (p<0.01) de la viscosité
de 0.88, a 16.56, a 45.24, 60.79, a 70.87 et & 76.16 m?/s, en moyennes, ont été constatées en
fonction du temps allant respectivement de 0 heure, a 2 heures et a 4 heures de fermentation et a
7, 14 et 21 jours de post-acidification. Ceci est probablement en relation avec le processus
fermentaire et de coagulation lactique induit par les germes spécifiques Streptococcus
thermophilus et Lactobacillus bulgaricus du yaourt qui commence au début de la fermentation et
se poursuit méme pendant la période de post-acidification provoquant une acidification du lait par
production de lactate qui fait réduire le pH du milieu et provoque une dissolution du calcium
colloidal et une perte de la charge négative des micelles de caséines qui vont par voie de
conséquence de plus en plus s’agréger a leur rapprochement du point isoélectrique (pHi = 4.6)
offrant ainsi au yaourt une viscosit¢ de plus en plus consistante (Koutina et al., 2015). La
capacité de production d'exopolysaccharides (EPS) par les bactéries starters du yaourt dont
particulierement les bactéries Streptococcus thermophilus depuis le démarrage de la fermentation
et partiellement les Lactobacillus bulgaricus pendant la période de poste acidification (Cerning
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1990 ; Laws et al. 2001) serait une autre preuve pouvant expliquer les augmentations de
viscosité constatées dans les produits expérimentaux. En effet, il est bien établi que ces EPS de
nature polysacharidique formés de glucose ainsi que du mannose, du rhamnose, de xylose et
d'arabinose selon la souche, (Rul, 2017) renforcent la qualité rhéologique du caillage lactique du
produit, de par leur capacité a interagir avec les protéines du lait (Sahan et al., 2008, Haroun,
2022), a se lier aux molécules d'eau, atténuant ainsi le phénomene de synérése (Nikitina et al.,
2023) et a former des filaments qui maintiennent la structure du gel stable (Schmidtet al., 1994).

Cependant, I’ajout d’extrait aqueux de Mentha piperita L., a des taux de 0, 2, 4 et 6% a engendré
des baisses hautement significatives da la viscosité des yaourts (p<0.01) ; de 24.43 a 16.47 m?/s
en moyennes au cours de la fermentation et de 79.34 4 53.27 m%/s, en moyennes pendent toute la
période de post acidification. Cette réduction de viscosité serait attribuable aux concentrations
relativement élevées en composés phénoliques contenus dans l'extrait, qui se lient aux caséines
du lait en formant des complexes insolubles et limitent leur solubilisation partielle dans le milieu
aqueux du lait (Ramaswamy et Basak, 1992 ; Szotysik et al., 2021). La réduction de la viscosité
du yaourt peut étre également expliquée par 1'inactivation de la production d'exopolysaccharides
par S.thermophilus et L.bulgaricusqui sont vulnérables aux composés phénoliques dotés de
propriétés antibactériennes, particulicrement contre les bactéries a Gram-positives (Lobiuc et al.,
2023). Nos résultats concordent a ceux rapportés par plusieurs chercheurs qui ont noté une
diminution de la wviscosit¢ des yaourts additionnés d’extrait aqueux de Thymus
vulgarisL.(Haroune, 2022), de l'aubépine (Crataegus monogyna), de sauge (Salvia officinalis
L.), et de marjolaine (Origanum vulgare L.) (Dabija et al., 2018).

Néanmoins, d'autres études ont révélé plutdt une augmentation de la viscosité des yaourts
supplémentés en extraits aqueux des feuilles d'olivier (Cho et al.,2020), de Mentha pulegium
L.(Moghadam et al., 2021) et d'épillets de palmiers dattiers (Almusallam et al., 2021a). Cette
discordance des résultats qui s’avere contradictoires pourrait étre la conséquence des variations
de la composition du yaourt formulé et que celles des cultures starters utilisées (Cais-Sokolinska
& Pikul, 2004 ; Najgebauer-Lejko et al., 2011), de I’existence de composés pré-biotiques
(Mohamed Ahmed et al., 2021) dans les extraits ayant activé les bactéries lactiques spécifiques
du yaourt a produire davantage d’EPS de la variabilit¢ dans la composition propre du yaourt
formulé, des performances mais aussi des quantités en cultures starters utilisées (Cais-
Sokolinska & Pikul, 2004 ; Najgebauer-Lejko et al.,, 2011) et des différences dans les
méthodes ainsi que des conditions de traitement thermique appliqués lors des procédés
d’¢élaboration (Sun-Waterhouse et al., 2013).

2.4.3. Qualité organoleptique

Le développement de nouvelles formulations alimentaires nécessite la définition des attentes des
consommateurs et 1'évaluation de leur appréciation, ce qui requiert la mise en ceuvre d'une étude
sensorielle rigoureuse sur laquelle reposerait le succes d’élaboration et de commercialisation d’un
yaourt original renforcé d’extrait aqueux de menthe poivrée (Benmeziane et al., 2021). Dans la
présente étude plusieurs critéres organoleptiques ont été pris en compte pour évaluer la qualité
sensorielle des yaourts expérimentaux, notamment la saveur (golt acide, fraicheur et arricre-
gout), I'aspect (adhésivité, cohésion et couleur) et I'odeur.
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Il est bien admis que la saveur et l'appétence du yaourt dépendent de la présence de nombreux
composés acides, volatils et aromatiques. Parmi ces composés, le lactate, produit par
fermentation du lactose du lait par les bactéries spécifiques du yaourt, constitue le constituant le
plus impliqué (Ott et al., 2000; Rash et al., 1990 ; Cheng, 2010). Dans la présente étude, le
témoin standard a été le mieux apprécié par les panélistes pour son gott acidulé au cours des 21
jours de stockage, suivi de ceux préparés a 2 et a 4% ; tandis que pour la dose séveére de 6%
d’extrait aqueux de Mentha piperita L., la production du lactate semble étre considérablement
altérée et en conséquence le yaourt était faiblement accepté par les dégustateurs qui I’ont qualifié
de relativement fade. Les composés bioactifs majoritaires retrouvés dans 1’extrait et ajoutés dans le
yaourt notamment a une dose sévére de 6% tels que l'acide rosmarinique, l'acide caféique, la
lutéoline et l'apigénine s’ont a 1’origine de ces réponses dont les effets antimicrobiens (Kapp et
al., 2020 ; Luis et al., 2014 ; Hitl et al., 2021; Lobiu et al., 2023 ) exercés vis-a-vis des deux
germes spécifiques du yaourt (Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus) ont eu
pour conséquence une baisse relative par rapport au témoin de leur aptitudes de production de
lactate dans le milieu.

Outre le lactate, les quelques composés volatils tels que le menthol qui sont ramenés par 1'extrait
(Eftekhari et al., 2021) s’avérent former une excellente combinaison avec les ardmes classiques
du yaourt (acétaldéhyde, diacétyle, acétone, acétoine) qui ont conféré aux laits fermentés
expérimentaux notamment préparés a 4% d’extrait aqueux un gout frais plus agréable que le
témoin et trés bien prisé par les dégustateurs particulieérement a la fin de la période de post
acidification.

L'extrait de Mentha piperita L., ajouté semble n’avoir aucun effet (p>0.05) sur le parametre
arriere-goQt durant les 14 jours de stockage, pendant lesquels des notations trés rapprochées ont
été attribuées a tous les échantillons expérimentaux. Par contre, au 21°™ jour les panélistes
semblent mieux préférer les produits moins enrichis en extrait de menthe. Ces résultats peuvent
étre expliqués probablement par l'arriere-goit amer apporté par certains composés phénoliques
contenus dans 1'extrait lorsqu’il est additionné au yaourt particuliérement a une forte dose tels que
I’acide rosmarinique et les flavonoides (Weimann, & Heinrich, 1997).

Quant a I’adhésivité et la cohésivité, les yaourts semblent étre de moins en moins acceptés par les
panélistes avec l'augmentation des taux d'extrait incorporé. Néanmoins, le yaourt enrichi a 2%
d’extrait a obtenu les mémes scores que le témoin. Selon Rawsan & Marshal (1997) 1'évaluation
de la qualité rhéologique du yaourt dont la cohésivité et 1’aspect collant est en relation avec la
production d'exopolysaccharides par les ferments lactiques. Ceci suggere que la dégradation de
ces deux parameétres rhéologiques dans notre étude résulterait d’une moindre production
d'exopolysaccharides par les bactéries spécifiques du yaourt a savoir S.thermophilus et
L.bulgaricus dont la prolifération serait ralentie davantage en présence des composés phénoliques
de Mentha piperita L. ayant des effets antibactériens trés bien reconnus notamment contre les
bactéries a Gram positif (Wei et al., 2023).

En outre, les scores de couleur et de I’odeur les mieux appréciés par les dégustateurs ont été
attribués au yaourt témoin et celui préparé a 2% d’extrait particulicrement a la fin du stockage. Il
apparait ainsi que l'ajout des principaux composés bioactifs contenus dans l'extrait aqueux de
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menthe poivrée améliorent certaines qualités organoleptiques du yaourt jusqu'a une certaine
concentration n’excédant pas 4% ; au-dela de laquelle les laits fermentés formulés risquent de
perdre leur qualité sensorielle.

Nos résultats sont en accord avec ceux présentés par Abdel-Hamid et al. (2020) qui ont révélé
une augmentation des scores d'acceptabilité sensorielle du yaourt pour des doses décroissantes
d'incorporation d'extrait aqueux de thé doux chinois en soulignant que le produit préparé a 5%
avait la meilleure évaluation sensorielle. Dans le méme contexte d’études portées sur les
propriétés organoleptiques des yaourts traités avec des extraits naturels, dans le but de vérifier
leur acceptabilité par les consommateurs, Jung et al. (2016) ont montré que 1'ajout d’extrait de
ginseng a de faibles doses ne présentait pas d'effet significatif sur les paramétres sensoriels du
yaourt ; alors qu’il a eu pour effet d'augmenter a la fois I'amertume, la saveur et l'arriere-gott du
produit. Pour leur part, Shokery et al. (2017) ont constaté¢ que l'apparence et 'odeur des yaourts
additionnés d'extrait de feuilles de Moringa ont affiché d'excellents scores comparables au
témoin.

En outre, Almusallam et al. (2021b) ont démontré une meilleure stabilit¢ en terme de qualité
sensorielle du yaourt étuvé par rapport au témoin standard suite a 1'ajout de l'extrait d'épis de
palmier dattier. Ainsi, il apparait que cette divergence de propos sur I’effet d’ajout d’extrait de
plante sur les variations de la qualité organoleptique des yaourts pourrait étre due aux attributs
sensoriels choisis; mais aussi aux concentrations d'extraits de plantes testées, ainsi qu'aux
différentes méthodes d'évaluation sensorielles appliquées par chaque expérimentateur (Shahbazi
& Shavisi, 2019).

2.4.4. Activité antioxydante du yaourt

Les mélanges d'extraits de plantes riches en composés phénoliques additionnés aux produits
laitiers comme c’est le cas du thé au lait, qui est une boisson courante au Royaume-Uni ont fait
I'objet d'un grand débat portant essentiellement sur leurs propriétés antioxydantes qui, selon de
nombreuses ¢études (Kartsova & Alekseeva, 2008 ; Serafini et al., 2009)peuvent étre altérées.
D’aprés ces auteurs cela est di a la capacité de liaison des flavonoides contenus dans 1’extrait aux
protéines du lait ; ce qui réduit la biodisponibilité in vitro et in vivo de ces puissants composés
antioxydants. Au contraire, d’autres auteurs ont démontré que le lait ajouté au thé ne réduit pas
sa capacité antioxydante (Leenen et al., 2000, Reddy et al., 2005). Selon Van het Hof et al.
(1998)cette discordance entre les différents résultats serait attribuable aux différents types de lait
utilisés ainsi qu'aux proportions de celui-ci par rapport au thé.

Néanmoins d’aprés (Van het Hof et al., 1998, Najgebauer-Lejko et al., 2011) la diminution de
la quantité¢ de lait ou le recours au lait écrémé n’exercent aucune incidence négative sur
I'augmentation de 1'activité antioxydante du plasma aprés la consommation de thé.

Les résultats obtenus dans la présente étude soutiennent cette suggestion que 1’extrait aqueux de
Mentha piperita L., riche en composés phénoliques ne peut nuire a 1’activité antioxydante des
yaourtsqui au contraire se trouve améliorée par l'ajout de ces composés bioactifs.

En effet, la supplémentation du yaourt avec seulement 2% d'extrait aqueux de Mentha piperita L.
a permis d'augmenter comparativement au témoin au 1° et au 20°™ jour de stockage le
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pourcentage d’inhibition du radical DPPH de 11.68 et 12.41% et celle de 'ABTS de 2.69 et
4.97% respectivement. Le pouvoir de piégeage le plus élevé pour ces deux radicaux a été obtenu
avec les préparations de yaourt contenant 6% d'extrait aqueux, dépassant respectivement durant

ces deux périodes de conservation au 1 et au 20°™ jour celui du yaourt standard de 28.38 et
21.49% pour le test de DPPH et de 22.62 et 10.13% pour le test d’ABTS.

D'apres la littérature, le pouvoir antioxydant du yaourt résulte en partie des aptitudes
métaboliques des bactéries spécifiques du yaourt a produire des acides organiques et des peptides
bioactifs (Cho et al., 2020). Cependant, le renforcement de ce pouvoir antioxydant dans les
préparations de lait fermenté par ’ajout de I’extrait aqueux de Mentha piperita L. semble étre tres
évident en raison de sa grande richesse en principaux composés phénoliques antioxydants
confirmées par de nombreux auteurs (Noor et al., 2022 ; Kim et al., 2020 ; Ghorbani et al.,
2019) et constituées essentiellement d’acide rosmarinique ainsi que d’acide caféique, de
cyranoside et de cosmosiine.

Nos résultats concordent a ceux rapportés par de nombreux auteurs ayant signalé que le recours a
des préparations a base de plantes médicinales, notamment d’extraits aqueux augmente l'activité
antioxydante des yaourts et des laits fermentés. En effet, il apparait que la supplémentation
avecles extraits aqueux de Stevia rebaudiana (Park et al.,2016), de thé doux chinois (Abdel-
Hamid et al.,2020), du mélange thé brésilien et clou de girofle (Ramos et al., 2017), et
d’aubépine (Shahein et al.,, 2022) exercent une influence positive sur le renforcement du
potentiel antioxydant du yaourt.

Néanmoins, dans la présente étude une nette diminution des valeurs de 1'activité antioxydante en
fonction du temps de stockage a été observée dans tous les yaourts expérimentaux, probablement
induite par la baisse du pouvoir antioxydant des peptides bioactifs eux-mémes influencés par les
variations de la teneur en acides aminés et/ou par des changements dans leurs séquences suite a
l'abaissement du pH du yaourt qui se poursuit méme au cours de la période de post-acidification
(Mashayekh et al., 2023). Amirdivani & Baba (2011) ont également rapporté une amélioration
significative du niveau de 1'activité de piégeage du radical DPPH par le rajout de I'extrait aqueux
de I’aneth (Anethum graveolens) au yaourt et ont constaté aussi une réduction des activités
antioxydantes apres 7 jours de réfrigération expliquée par une dégradation plus importante des
composés phénoliques antioxydants constitutifs en fonction du temps et/ou une intensification de
l'interaction de ces composé bioactifs avec les protéines du lait (Vital et al., 2015 ; Mohamed
Ahmed et al., 2021). De ce point de vue, il apparait clair que la consommation du yaourt avant
l'expiration de la dizaine de jours suivant sa production est fortement recommandée afin d’allier a
la fois le bénéfice santé du nombre €levé en bactéries lactiques vivantes probiotiques se trouvant
dans le milieu (Van de Water et al., 1999) et la haute activité antioxydante protectricedes
maladies cardiovasculaires (Massey, 2001 ; Amirdivani & Baba, 2011) que peut exercer les
composés bioactifs ramenés par les extraits des plantes ajoutés.

Les résultats d’évaluation du degré de peroxydation spontanée des lipides par la méthode dite de
TBARS, basée sur la mesure du taux de malonaldéhyde (MDA) produit par kilogramme de
yaourt ont montré un accroissement significatif (P<0.01) du taux de MDA en fonction du temps
dans tous les produits expérimentaux préparés avec ou sans extrait aqueux de menthe poivrée ;
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soit des valeurs qui ont vari¢ de 0.62, a 0.78 et a 1.46 mg MDA/kg de yaourt en moyennes
respectivement au 1, 10°™ et 20°™ jour de stockage a 6°C.

Apparemment, au cours de la période de stockage, tous les yaourts expérimentaux ont subi sans
exception une peroxydation lipidique. Néanmoins, en présence d’extrait aqueux de Mentha
piperita L. cette lipo-peroxydation tend a étre de moins en moins intense (P<0.01) avec
I’augmentation de 0, a 2, a 4 et a 6% d'extrait aqueux de Mentha piperita L. incorporé dans le
yaourt ;soit des teneurs de malonaldéhyde qui ont varié respectivement de 0.78, 2 0.65, 2 0.49 et a
0.57 mg MDA/kg de yaourt au 1¢ jour et de 1.52,a 1.49, a 1.45 et a 1.36 mg MDA/kg de produit
apres 20 jours de réfrigération au froid positif de 6°C. Un tel résultat suggere que l'extrait aqueux
de Mentha piperita L. additionné est en mesure d'agir comme un véritable protecteur de la
matiere grasse du yaourt contre le phénoméne de peroxydation, assurant ainsi une meilleure
conservation du produit et une prolongation de sa durée de vie. Des résultats similaires ont été
suggérés dans plusieurs études portant sur I'enrichissement de yaourts avec des extraits aqueux de
certaines plantes végétales. A ce propos, Dogan et al. (2022) ont signalé¢ que les extraits de
coques d'amandes, de noix et de pistaches pouvaient atténuer de prés de 50% le phénomene de
peroxydation lipidique du yaourt. De méme, Mohamed Ahmed et al. (2021) ont montré une
réduction dose-dépendante de la valeur des TBARS dans le yaourt supplémenté en extrait aqueux
de feuille d'argel. Par ailleurs, les travaux de Jaimes-Gualdroén et al. (2019) ont rapporté un effet
protecteur significatif de la mixture d'extraits aqueux de raisin et de corozo vis-a-vis de certains
composés du yaourt dont notamment la fraction lipidique.

2.4.5. Profil lipidique des yaourts

La fraction lipidique du lait et de ses dérivés conditionne dans une large mesure la qualité du
produit, tant sur le plan physique et sensoriel que sur le plan nutritionnel. La matieére grasse du
lait comprend divers groupes d'acides gras (des acides gras a chalne courte et moyenne, saturés et
insaturés, mono et polyinsaturés), lesquels pourraient avoir un impact positif ou négatif sur le
bien-&tre du consommateur (Paszczyk & Tonska, 2022).

Le contenu en matiére grasse totale n’a pas connu de grands changement (p>0.05) durant
I’expérimentation dans les produits expérimentaux qui ont accusé des taux variables seulement de
1.82 a 1.84 g/100g de produit.

Toutefois, au 20°™ jour par comparaison au 1 jour de stockage le témoin et le yaourt préparé a
4% d’extrait aqueux de Mentha piperita ont enregistré des baisses non significatives (p>0.05) des
teneurs en lipides totaux évaluées respectivement d’envronl.13 et 0.70%. Ces résultats rejoignent
ceux obtenus par Nazir et al. (2022) et Barkallah et al. (2017), qui ont également constaté des
diminutions moins importantes estimées a 0.02% de la teneur en matiére grasse de tous les
échantillons de yaourt en fonction du temps de stockage. De telles diminutions seraient
attribuables a la lipolyse induite par les lipases des cultures starters du yaourt. Ce processus qui
semble moins important dans le yaourt supplémenté d’extrait de menthe poivrée riche en
composés phénoliques possédant de forts pouvoirs antioxydants protecteurs de la lipo-
peroxydation des lipides (Bouzouina et al., 2016) est bien connu comme l'un des principaux
phénomeénes biochimiques pouvant affecter considérablement la stabilité des lipides et la durée
de vie de nombreux produits laitiers (Alirezalu et al.,2019).
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Les résultats d’analyse du profil des acides gras par GC-FID ont révél¢é un accroissement au cours
de la conservation de la teneur en certains acides gras dans les échantillons de yaourt contenant
ou non de I’extrait aqueux de Mentha piperita L.,dont particuliérement 1’acide laurique (C12:0),
I’acide myristique (C14:0), I’acide palmitique (C16:0), 1’acide palmitoléique (C16:1), 1’acide
stéarique  (C18:0), acide oléique (C18:1n9c) et I’acide linoléique (C18:2n6). Une telle
progression serait probablement due aux ferments lactiques du yaourt qui continuent a étre actifs
pendant la période de post-acidification et qui ont modifié¢ par 1’action lipolytique des lipases
secrétées le profil lipidique du produit en réponse aux variations des conditions
environnementales (Tidona et al., 2018 ; Baharmi et al., 2020).

Malgré les effets non significatifs des résultats (p>0.05), ’extrait aqueux de menthe poivrée
ajouté au yaourt comme additif naturel semble réduire relativement le taux des acides gras saturés
(AGS) et insaturés (AGIS) respectivement d’environ 0.16% et 0.82% comparativement au
témoin. Ceci suppose que les composés phénoliques contenus dans I’extrait et constitués
majoritairement d’acide rosmarinique, d’acide caféique, de cyranoside et de cosmosiine
possedent un réel pouvoir antioxydant confirmé par plusieurs auteurs (Elansary et al., 2020) et
qui s’averent dans cette étude préserver la fraction lipidique d’une éventuelle oxydation intensive
des AGPI et des AGMI constitutifs au cours de la conservation.

Par ailleurs, tous les échantillons de yaourts analysés ont montré des niveaux considérables en
AGS affichant des quantités 2 fois plus élevées que celles des AGIS dont les taux en acides gras
monoinsaturés (AGMI) étaient 9 fois plus élevés que ceux des acides gras polyinsaturés (AGPI).
Nos résultats sont en accord avec ceux rapportés par Caleja et al (2016) qui ont montré la méme
hiérarchisation en terme d'abondance de ces groupes d'acides gras (AGS>AMI>AGPI) dans les
yaourts enrichis avec des décoctions de fenouil pendant un stockage de 14 jours. Il est bien
évident que les doubles liaisons des AGMI et des AGPI sont les cibles privilégi¢es des especes
réactives de l'oxygeéne et par conséquent l'insaturation des acides gras favoriserait leur
peroxydation, susceptible de conférer au produit des saveurs rances et désagréables limitant sa
durée de conservation (Innosa et al., 2019).nCependant, l'ajout de I'extrait de menthe poivrée
riche en composés phénoliques a fort pouvoir antioxydant (Elansary et al., 2020) semble bien
réduire (P<0.01) le contenu en acides gras a chaines courtes et moyennes (AGCCM) des yaourts
dont notamment les acides butyrique (C4 :0), caproique (C6 :0) et caprylique (C8 :0). Ce résultat
est treés intéressant sur le plan organoleptique puisque ce groupe d'acides gras est responsable de
la saveur acre indésirable du yaourt (Savinova et al., 2022)et d’un point de vue santé en raison
qu’il favorise le développement des maladies coronariennes chez I'homme (Ebbesson et al., 2015
; Bianchi et al., 2017).

Par ailleurs, la teneur en acide linoléique (C18:2n6), un acide gras essentiel appartenant a la
famille des oméga-6 que le corps humain ne peut synthétiser, a été nettement améliorée enfin
d’entreposage d'environ 49,11% dans le yaourt supplémenté avec 4% d'extrait par rapport au
témoin. Toutefois, cet extrait n’a pas préservé convenablement le contenu en acide a-linolénique
(C18 :3n3) de la famille des oméga-3 qui a totalement disparu dans le yaourt expérimental en
terme de la conservation, aprés 20 jours. Ces résultats s’averent dépondre de la quantité et de la
qualit¢ en composés phénoliques ramenés par I’extrait de menthe poivrée constitués
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principalement d’acide rosmarinique, d’acide caféique, de cyranoside et de cosmosiine ayant un
fort pouvoir antioxydant (Elansary et al., 2020) démontré particulicrement a 1’égard de 1’acide
linoléique (C18:2n6) qui a été trés bien préservé dans le yaourt expérimental au cours des 20
jours de conservation contrairement a 1’acide a-linolénique (C18 :3n3). Pour une meilleure
stabilit¢ de ces deux acides gras essentiels pendant la conservation d’autres investigations sur
I’impact d’ajout des concentrations d’extrait supérieures a 4% sont plus que nécessaires pour
améliorer les rapports w6/w3 des yaourts qui ne semblent pas s’inscrire dans I’intervalle requis de
1 2 5 du point de vue nutritionnel (Lupette & Benning, 2020).
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Conclusion partielle

L'extrait riche en composés bioactifs de Mentha piperita L., récoltée a Ouargla par usage de 1'eau
comme solvant d'extraction a montré un rendement considérable de 19.05%. Le contenu
phénolique total de cet extrait aqueux a ¢té estimé a 93.31 mg EAG/g d’extrait lyophilisé,
composé principalement d'acides phénoliques a 89.78% parmi lesquels l'acide rosmarinique a
représenté le constituant le plus abondant avec une teneur de 86.73 mg/g d'extrait sec. Le contenu
en flavonoides totaux de l'extrait a constitu¢ également une part importante, estimé a 85.83 mg
EQ/g d'extrait sec, avec une prédominance des flavones a 76.36 %. Les flavanones, les flavonols
et les isoflavones ont été également signalés a dans des proportions de 1.738, 0.268 et 0.008 mg/g
d'extrait sec, respectivement. Ces substances bioactives ont conféré¢ a l'extrait aqueux de menthe
poivrée analysé un pouvoir antioxydant non négligeable démontré par des IC50 de 5.37 mg/ml au
test de DPPH et de 4.36 mg/ml au test d’ABTS. L'extrait a également dévoilé une activité
antimicrobienne de type bactéricide vis-a-vis des bactéries spécifiques du yaourt a des
concentrations de 60%.

L’enrichissement des préparations de yaourt étuvé par les solutions d'extrait aqueux de menthe
poivrée a permis de renforcer considérablement leurs pouvoirs antioxydants de 11.68 a 12.41%
selon le test de DPPH et de 2.69 a 4.97% d’apres le test d’ABTS par rapport au témoin,
respectivement au 1 et au 20°™ jour de stockage, tout en maintenant intact les caractéristiques
physicochimiques et microbiologiques des produits.

L’extrait aqueux de menthe poivrée ajouté au yaourt a réduit relativement (p>0.05) les taux en
acides gras saturés (AGS) et insaturés (AGIS) respectivement d’environ 0.16 et 0.82%
comparativement au témoin. Il s’aveére aussi réduire remarquablement (P<0.01) le contenu du
produit en certains acides gras a chaines courtes et moyennes (AGCCM) dont particulierement
les acides butyrique (C4 :0), caproique (C6 :0) et caprylique (C8 :0).Par ailleurs, 1’acide
linoléique (C18:2n6), qui est un acide gras essentiel, a été nettement amélioré enfin d’entreposage
d'environ 49,11% dans le yaourt supplémenté d'extrait de menthe a 4% par rapport au yaourt
standard.

En terme de qualité organoleptique, durant toute la période de conservation par comparaison au
yaourt habituel, les panélistes ont éventuellement tres bien classé au plan de 1’arriére-gofit et de la
fraicheur les yaourts renforcé d’extrait aqueux de Mentha piperita L. a 4%.

197



Conclusion générale




Conclusion générale.

Conclusion générale

L’usage d’extraits de Mentha piperita L. comme additif naturel semblent constituer un choix
judicieux pour préserver et améliorer la qualité du yaourt étuvé dont 1’intégration s’aveére une
approche pratique naturelle pour renforcer sa teneur en composés phénoliques pouvant non
seulement améliorer ses caractéristiques antioxydantes mais ¢également sa fraction lipidique.

Le méthanol aqueux a montré une meilleure sélectivité a extraire les principaux composés
phénoliques contenus dans la partie aérienne de la plante par apport a la solution hydro-
¢thanolique et I’extraction a I’eau ; les teneurs ont été estimées a 412.32, 359.61 et 93.31 mg
EAG/g d’extrait lyophilis¢, respectivement, représentées en grande partie de 89.78 a 93.80 %
d'acides phénoliques dont I'acide rosmarinique a été le composé le plus abondant avec des teneurs
qui ont vari¢ de 86.73 a 346.88 mg/g d'extrait lyophilisé. Ces extraits s’avérent également
contenir des concentrations importantes en flavonoides totaux (variables de 227.65 a 219.77, et a
85.83 mg EQ/g d’extrait lyophilisé, successivement) représentés essentiellement par les flavones,
flavanones et flavonols.

La présence a la fois abondante et variée en composés phénoliques s’avere conférer aux extraits
étudiés d’une part une activité antioxydante considérable qui s’est traduit par des valeurs d’IC50
variables entre 3.2 et 5.37 mg/ml mesurées par le test au DPPH et entre 2.50 et 4.36 mg/ml
obtenu par I’essai a I’ABTS et en d’autre part une activité antimicrobienne remarquable de type
bactéricide vis-a-vis des bactéries spécifiques du yaourt & des concentrations de 60, 40 et
60%pour respectivement, les extraits hydro-éthanolique, hydro-méthanolique et aqueux de
menthe poivrée.

La mise au point d'un yaourt étuvé alicament par I’incorporation d'extraits phénoliques de
Mentha piperita L., semble étre obtenu avec succes dans le cadre de cette étude. En effet, méme a
une faible dose de 2% [D’incorporation des extraits de la plante a permis de renforcer
considérablement (11.68 a 38.66 %) le potentiel antioxydant des yaourts expérimentaux en les
maintenant ainsi au cours de toute la période de conservation & 6°C a un niveau de protection
adéquat vis-a-vis d’une éventuelle oxydation exagérée de la maticre grasse constitutive, tout en
préservant par ailleurs dans les normes admises leurs qualités physico-chimiques (acidité
inférieure a 150°D), microbiologiques (10° germes spécifiques vivants/g de produit), ainsi qu’
organoleptiques.

L’incorporation d’extraits de menthe particulierement a une proportion de 4% a engendré par
ailleurs une nette amélioration du profil lipidique des yaourts caractérisée par une augmentation
de la teneur en acides gras du groupes des oméga-3, dont particulierement 1’acide a-linolénique
(C18:3n3) qui a connu par comparaison au témoin des hausses d'environ 42.19 et 56.51 % avec
I’extrait hydro-éthanolique et de 18.64 et 14.96% avec I’ajout d’extrait hydrométhanolique,
respectivement, au 1" et 20°™ jour de stockage au froid. L’acide linoléique (C18:2n6) considéré
comme étant le second acide gras essentiel a été aussi trés bien préservé apres 20 jours de
stockage a 6°C dans les yaourts additionnés d’extrait hydro-méthanolique et d’extrait aqueux a
4% ou des augmentations significatives (p<0.01) d’environ 9.45% et de 49.11% par rapport au
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témoin ont été successivement enregistrées. Les rapports oméga-6/oméga-3 enregistrés dans les
yaourts a 4% d’extrait hydro-alcoolique de Mentha piperita L., s’avére en outre s’inscrire
pleinement dans la norme admise contrairement au témoin qui a accusé les valeurs les plus
médiocres de 6.76 et 5.21 au début et en fin de la période de conservation.

La présente étude a bien montré la possibilité de concevoir un nouveau produit laitier alicament
alliant les bienfaits probiotiques d’un yaourt et les vertus santé des composés bioactifs de Mentha
piperita L. L’efficacité démontrée de I’enrichissement du yaourt par les extraits phénoliques de
cette plante dans le renforcement de son potentiel antioxydant ainsi que la préservation de sa
fraction lipidique et I’amélioration de son profil en acides gras essentiels indispensables a la santé
humaine, ouvre en outre de nouvelles perspectives d’exploitation de ces extraits comme additifs
naturels pouvant réduire les effets néfastes sur la santé des additifs chimiques usuellement
utilisées et améliorer la qualit¢ des produits agroalimentaires transformés au cours de la
conservation.

En perspective, il serait tres intéressant de mener d’autres études complémentaires afin de mieux
connaitre le pouvoir antioxydant, I’activit¢é antimicrobienne, I’innocuité¢ et [Defficacité
nutraceutique des composés phénoliques de Mentha piperita L. utilisés comme additifs naturels
dans la préservation et ’amélioration de la qualité des produits alimentaires transformés dont :

v' Evaluation des conséquences in vivo et cliniques d’une ingestion des composés phénoliques
de menthe poivrée en situations physiopathologiques diverses (diabéte, hypercholestérolémie,
cancers, immunodépression, ...etc.).

v Optimisation des effets synergiques des principaux composés phénoliques de menthe poivrée
apres criblage sur la qualité du yaourt : Impact sur les bactéries probiotiques et formulation de
nouveaux laits fermentés nutraceutiques appropriés au bien-étre du consommateur.

v" Evaluation du profil aromatique des extraits de Mentha piperita L et impact sensoriel sur les
ardmes naturels du yaourt.

v’ Mise en ceuvre dans la fabrication des yaourts fonctionnels enrichis d’extraits de menthe de
nouvelles techniques d’extraction des composés phénoliques de la plante (telles l'extraction
assistée par micro-ondes et enzymes, extraction par champ électrique pulsé, extraction assistée
par ultrasons et micro-ondes, extraction simultanée par ultrasons et micro-ondes, extraction
par fluide supercritique et sous pression) pouvant présenter de meilleurs rendement pour des
cout de revient (opérationnels et énergétiques) réduits et nécessitant des temps d’extraction
plus courts.

En fin, il appartient au gouvernement Algérien de mettre en place une stratégie efficace pouvant
encourager les agriculteurs a cultiver a large échelle les herbes médicinales dont Mentha piperita
L. et par conséquent faciliter leur approvisionnement et leur exploitation constant dans les divers
domaines d’intéréts : agroindustriel, pharmacognosie, pharmaceutique, culinaire...etc.
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Annexe1
Composition des milieux de culture et des réactifs utilisés

1.Composition des milieux de culture utilisés (en g/l d’eau distillée)

1.1. Gélose Muller-Hinton
-Hydrolysat acide de Cas€ine .........ccccoeceerieiieriiiniiieeieseeiee et
- Infusion de VIANAE .........oooviiiiiiieiie e
= AMIAON SOIUDIE ..o

- Agar-agar bacteriolOZIQUE ........ceovviiiriieiiiieeiee et e et ste e e eeneaee e
pH du milieu a 25°C : 7.3 £ 0.2

1.2. Bouillon Muller-Hinton
- Hydrolysat acide de Cas€ine .........c.cceooueeiiieiiieiieiieeiieee e

= INTUSION A€ VIANAE ... e e e e e e e e aa e

pH du milieu prét-a-1’emploi a 25°C : 7.4 + 0.2.

1.3. Milieu MRS

S PEPLONE oo e st as
- EXtrait de vVIande .......cccccoooieiiiiiieie et
= EXrait de IOVUIE ....occvieiiiiiieiiee ettt
= SOAIUM ACELALE  ..ocvvviiiiiieeiie ettt et e e ser e e e e e e e e bae e earee s
- Di-potassium hydrogénophosphate ............ccccccveviiieiiiiieiiiieeeece e
= AMMONTUM CITTALE ...viiieivieeiiieeiieeeiieeeieeeeieeesteeesbeeesereeesaeessaeessseeessseeessseeennns
- Magnésium SUITALE ........cccoeeviieiiiiiiieiece e
- Man@an€se SUITAE .........cccoeviiieiiiiiiieiiece e
= GIUCOSE ittt sttt e e et e et et e enbe e nae e
ST WEEN 8O e e e e e e e e nae e e e nraaeas
2 N ) LSRR
pH du milieu prét-a-I’emploi a 25°C : pH = 6.5+ 0.2

1.4. Milieu M17
-Peptone de farine de S0Ja ......ccccieeiieiiieiiiciiecie e
- Peptone de VIANAE .......ccooecviiiiiieiicieeeee e
- Peptone de CASEINE ........c.eoeeieiiieiiieiieeieeee ettt et
= EXTrait d€ IEVUI ..ooocvviieiiieeieeee et
= EXtrait de VIANAE ........occveiiiiiiiiiie e e
D 1 G I 2T (0T SRR
= ACIAE ASCOTDIQUE ..vviieiieiiieiiieiieciee ettt ettt ettt e eeebe et essbeesseeensa e neeenne
- Sodium B-glycérophoSPhate .........ccceeovieeviieiiieiieiieeieeee et seee e
- Magnésium SUITAe .......cccooeiiiiiiiiiiieicce e
- Agar (51 Milieu SOIIA@) ..o.eieiieiiieiiee e

pH du milieu prét-a-’emploi a 25°C : 7.2 + 0.2.
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2. Composition des réactifs
2.1. Composition du réactif de Bouchardat :

Faire dissoudre 2,5 g d’iode et 5 g d’iodure de potassium dans 100 mL d’eau distillée. Un
précipité iodo-ioduré de couleur brune apparait indiquant la présence d’alcaloides (SALIBA ,
2015).

2.2. Réactif de Dragendorff :

Le Réactif de Dragendorff (Solution mére ) est constitué¢ d’un mélange de deux solution s (A et
B ) et d’acide acétique glacial .

Solution A : Dissoudre 2 g de nitrate de bismuth dans 25 ml d’acide acétique glacial et ajouter
100 ml d’eau distillée.

Solution B : Dissoudre 40 g d’iodure de potassium dans100 ml d’eau distillée.

Solution mere : Mélanger 10 ml de solution A, 10 ml de solution B, 20 ml d’acide acétique
glacial et 100 ml d’eau distillée (Smith, 2004).

2.3. Réactif de Mayer Wagner :

Dissoudre 1.36 g de HgCl, dans 60 ml d’eau distillée, ajouté a une solution de 5 g iodure de
potassium dilué dans 20 ml d’eau distillée, compléter le volume a 100 ml. En présence
d’alcaloides ’apparition d’un précipité blanc crémeux indique un résultat positif (Khandelwal,
2000).

2.4. Folin-Denis :

Dissoudre 100 g de tungstate de sodium (Na,WO, . 2 H20) et 20 g de d’acide
phosphomolybdique dans 750 ml d’eau distillée puis ajouter 50 ml d’acide phosphorique.
Chauffer a reflux le mélange pendant 2 heures. Le mélange final est complété a 1 1 et la solution
est conservée a 1’abri de la lumicre (Folin et Denis , 1912).

2.5. Folin-Ciocalteu

Le réactif Folin et Ciocalteu et le résultat d’une modification du réactif de Folin-Denis. La
modification consistait en l'addition de sulfate de lithium et de brome au réactif
phosphotungstique-phosphomolybdique a la fin de la période d'ébullition dans le cadre de sa
préparation, suivi d'un refroidissement et d'une dilution. L'addition du lithium empéche la
formation de précipité qui interférerait avec la quantification de l'intensité de la couleur (Folin &
Ciocalteu, 1927).
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Annexe 2

Courbes d’étalonnage

e Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.

1
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

0

y=0,008x + 0,011
R?=0,998

Absorbance a 765 nm

0 20 40 60 80 100 120
Concentration de I'acide gallique (ug)

e Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides.

1.8
1.6
1.4
1.2

1
0.8
0.6
0.4
0.2

y =0,041x + 0,007
R?=0,999

Absorbance & 430 nm

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Concentration de la quercétine (ug)

e Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des tanins condensés.

0.45
0.4 - y =0,001x + 0,013 :
[*)
S ] R?= 0,994
S o035 o
(=) Y
S 0.3 - —— g
S 025 - .~
] 2 4
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@ L 4
3 0.1 oS
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Annexe 3

Parameétres analytiques de la LC-MS /MS

Tableau 1. Parametres analytiques de I'analyse LC-MS /MS des 56 étalons phytochimiques
utilisés pour 1’analyse des extraits de Mentha piperita.L.

RSD%*®

Linearity

Recovery (%)

N° | Analytes RT?| 2 Range Lob/LoQ s Cocnpos,és
Interday (Intraday| (mg/L) (ug/L¥) |Interday| Intraday détectés

1 | Quinic acid 3.0 | 0.996 0.69 0.51 0.1-5 25.7/33.3 | 1.0011| 1.0083 | 0.0372 D
2 | Fumaric aid 3.9 | 0.995 1.05 1.02 1-50 |135.7/167.9/0.9963 | 1.0016 | 0.0091 D
3 | Aconitic acid 40| 0971 2.07 0.93 0.1-5 16.4/31.4 | 0.9968 | 1.0068 | 0.0247 N.D.
4 | Gallic acid 4.4 | 0.999 1.60 0.81 0.1-5 13.2/17.0 | 1.0010 | 0.9947 | 0.0112 D
5 | Epigallocatechin 6.7 | 0.998 1.22 0.73 1-50 [237.5/265.9/0.9969 | 1.0040 | 0.0184 N.D.
6 | Protocatechuic acid 6.8 | 0.957 1.43 0.76 0.1-5 21.9/38.6 [ 0.9972 | 1.0055 | 0.0350 D
7 | Catechin 7.4 | 0.999 2.14 1.08 0.2-10 | 55.0/78.0 | 1.0024 | 1.0045 | 0.0221 N.D.
8 | Gentisic acid 8.3 | 0.997 1.81 1.22 0.1-5 18.5/28.2 | 0.9963 | 1.0077 | 0.0167 D
9 | Chlorogenic acid 8.4 | 0.995 2.15 1.52 0.1-5 13.1/17.6 |1.0000 | 1.0023 | 0.0213 D
10 | Protocatechuic aldehyde 8.5 | 0.996 2.08 0.57 0.1-5 15.4/22.2 | 1.0002 | 0.9988 | 0.0396 D
11 | Tannic acid 9.2 | 0.999 2.40 1.16 | 0.05-2.5| 15.3/22.7 | 0.9970| 0.9950 | 0.0190 N.D.
12 | Epigallocatechingallate 9.4 | 0.999 1.30 0.63 0.2-10 | 61.0/86.0 | 0.9981 | 1.0079 | 0.0147 N.D.
13 | Cynarin 9.8 | 0.999 2.42 1.48 0.1-5 5.8/9.4 |0.9983 | 0.9997 | 0.0306 N.D.
14 | 4-OH Benzoic acid 10.5| 0.999 1.24 0.97 0.2-10 | 68.4/88.1 |1.0032 | 1.0068 | 0.0237 N.D.
15 | Epicatechin 11.6| 0.996 1.47 0.62 1-50 |139.6/161.6/ 1.0013 | 1.0012 | 0.0221 N.D.
16 | Vanilic acid 11.8| 0.999 1.92 0.76 1-50 |141.9/164.9|1.0022 | 0.9998 | 0.0145 N.D.
17 | Caffeic acid 12.1| 0.999 1.11 1.25 |0.05-2.5| 7.7/9.5 |1.0015| 1.0042 | 0.0152 D
18 | Syringic acid 12.6| 0.998 1.18 1.09 1-50 |82.3/104.5|1.0006 | 1.0072 | 0.0129 N.D.
19 | Vanillin 13.9| 0.996 1.10 0.85 0.1-5 24.5/30.4 | 1.0009 | 0.9967 | 0.0122 N.D.
20 | Syringic aldehyde 14.6| 0.999 2.51 0.77 0.4-20 | 19.7/28.0 | 1.0001 | 0.9964 | 0.0215 N.D.
21 | Daidzin 15.2| 0.996 2.25 1.32 |0.05-2.5| 7.0/9.5 |[0.9955| 1.0017 | 0.0202 N.D.
22 | Epicatechingallate 15.5| 0.997 1.63 1.28 0.1-5 19.5/28.5 | 0.9984 | 0.9946 | 0.0229 N.D.
23 | Piceid 17.2| 0.999 1.94 1.16 | 0.05-2.5| 13.8/17.8 [ 1.0042 | 0.9979 | 0.0199 N.D.
24 | p-Coumaric acid 17.8| 0.999 1.92 1.43 0.1-5 25.9/34.9 [ 1.0049 | 1.0001 | 0.0194 D
25 | Ferulic acid-D3-IS" 18.8| N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. 0.0170 N.A.
26 | Ferulic acid 18.8| 0.999 1.44 0.53 1-50 11.8/15.6 | 0.9951 | 0.9976 | 0.0181 N.D.
27 | Sinapic acid 18.9| 0.999 1.45 0.52 0.2-10 | 65.2/82.3 [1.0031 | 1.0037 | 0.0317 N.D.
28 | Coumarin 20.9| 0.999 2.11 1.54 |0.05-2.5 [214.2/247.3{0.9950 | 0.9958 | 0.0383 N.D.
29 | Salicylic acid 21.8| 0.999 1.48 1.18 | 0.05-2.5 6.0/8.3 |0.9950 | 0.9998 | 0.0158 D
30 | Cynaroside 23.7| 0.997 1.56 1.12 | 0.05-2.5 | 12.1/16.0 [1.0072 | 1.0002 | 0.0366 D
31 | Miquelianin 241/ 0999 | 131 | 095 | 0.1-5 | 10.6/14.7 [0.9934 | 0.9965 | 0.0220 | N.D.

RT2 : Temps de rétention, r?? :coefficient de corrélation, RSD%¢ : Ecart-type relatif, LOD/LOQ (ug/L): Limite de détection/quantification, U? (%) : pourcentage
d'incertitude relative a un niveau de confiance de 95 % (k = 2), hiS : étalon interne, iN°Gr. : représente le regroupement des étalons internes, ces numéros indiquent
quel IS correspond a quel composé phénolique ; N.D.: Non détecté, N.A.: Non applicable. RT?: Temps de rétention, r? :coefficient de corrélation, RSD%¢: Ecart-type
relatif, LOD/LOQ (ng/L): Limite de détection/quantification, U9 (%) : pourcentage d'incertitude relative a un niveau de confiance de 95 % (k = 2), hiS: étalon interne,
iN°Gr. : représente le regroupement des étalons internes, ces numéros indiquent quel IS correspond a quel composé phénolique; D : Détecté ; N.D.: Non détecté,

N.A.: Non applicable.
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Tableau 1 : (suite).

N° | Analytes RT* | RSD%*® Linearity | LOD/LOQ | Recovery (%) e Composés
Interday| Intraday ‘I:;\;/gs (ue/LY) |nterday| Intraday détectés)

32 Rutin-D3-1S" 25.5 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
33 Rutin 25.6 | 0.999 1.38 1.09 0.1-5 15.7/22.7 [0.9977 | 1.0033 0.0247 D
34 Isoquercitrin 25.6 | 0.998 2.13 0.78 0.1-5 8.7/13.5 |1.0057 | 0.9963 0.0220 D
35 Hesperidin 25.8 | 0.999 1.84 1.35 0.1-5 19.0/26.0 [0.9967 | 1.0043 0.0335 D
36 | o-Coumaric acid 26.1 | 0.999 2.11 1.46 0.1-5 31.8/40.4 |1.0044 | 0.9986 0.0147 N.D.
37 | Genistin 26.3 | 0.991 2.01 1.28 0.1-5 14.9/21.7 |1.0062 | 1.0047 0.0083 N.D.
38 Rosmarinic acid 26.6 | 0.999 1.24 0.86 0.1-5 16.2/21.2 |1.0056 | 1.0002 0.0130 D
39 Ellagic acid 27.6 | 0.999 1.57 1.23 0.4-20 | 56.9/71.0 |1.0005 | 1.0048 0.0364 N.D.
40 | Cosmosiin 28.2 | 0.998 1.65 1.30 0.1-5 6.3/9.2 |0.9940 | 0.9973 0.0083 D
41 | Quercitrin 29.8 | 0.999 2.24 1.16 0.1-5 4.8/6.4 [0.9960 | 0.9978 0.0268 N.D.
42 | Astragalin 30.4 | 0.999 2.08 1.72 0.1-5 6.6/8.2 |0.9968 | 0.9957 0.0114 D
43 Nicotiflorin 30.6 | 0.999 1.48 1.23 0.05-2.5 | 11.9/16.7 |0.9954 | 1.0044 0.0108 N.D
44 Fisetin 30.6 | 0.999 1.75 1.19 0.1-5 10.1/12.7 {0.9980 | 1.0042 0.0231 N.D
45 Daidzein 34.0 | 0.999 2.18 1.73 0.1-5 9.8/11.6 |0.9926 | 0.9963 0.0370 N.D
46 Quercetin-D3-1S" 35.6 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
47 Quercetin 35.7 | 0.999 1.89 1.38 0.1-5 15.5/19.0 [0.9967 | 0.9971 0.0175 N.D.
48 Naringenin 35.9 | 0.999 2.34 1.69 0.1-5 2.6/3.9 |1.0062 | 1.0020 0.0392 D
49 Hesperetin 36.7 | 0.999 2.47 2.13 0.1-5 7.1/9.1 |0.9998 | 0.9963 0.0321 D
50 Luteolin 36.7 | 0.999 1.67 1.28 0.05-2.5| 2.6/4.1 |0.9952 | 1.0029 0.0313 D
51 Genistein 36.9 | 0.999 1.48 1.19 0.05-2.5| 3.7/5.3 |1.0069 | 1.0012 0.0337 D
52 Kaempferol 37.9 | 0.999 1.49 1.26 0.05-2.5| 10.2/15.4 {0.9992 | 0.9990 0.0212 D
53 Apigenin 38.2 | 0.998 1.17 0.96 0.05-2.5 1.3/2.0 |0.9985 | 1.0003 0.0178 D
54 | Amentoflavone 39.7 | 0.992 1.35 1.12 0.05-2.5| 2.8/5.1 |0.9991 | 1.0044 0.0340 D
55 Chrysin 40.5 | 0.999 1.46 1.21 0.05-2.5 1.5/2.8 |0.9922 | 1.0050 0.0323 D
56 Acacetin 40.7 | 0.997 1.67 1.28 0.02-1 1.5/2.5 |0.9949 | 1.0011 0.0363 D

RT2. : Temps de rétention, r??:coefficient de corrélation, RSD%* : Ecart-type relatif, LOD/LOQ (ug/L): Limite de détection/quantification, U? (%) : pourcentage
d'incertitude relative a un niveau de confiance de 95 % (k = 2), hiS : étalon interne, iN°Gr. : représente le regroupement d es étalons internes, ces numéros indiquent
quel IS correspond a quel composé phénolique ; N.D.: Non détecté, N.A.: Non applicable. RT?: Temps de rétention, r2? :coefficient de corrélation, RSD%¢: Ecart-type
relatif, LOD/LOQ (ug/L): Limite de détection/quantification, U9 (%) : pourcentage d'incertitude relative a un niveau de confiance de 95 % (k = 2), hIS: étalon interne,
iN°Gr. : représente le regroupement des étalons internes, ces numéros indiquent quel IS correspond a quel composé phénolique; D : Détecté ; N.D.: Non détecté,
N.A.: Non applicable.
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Annexe 4

Chromatogrammes de I’analyse par LC-MS/MS
des principaux composés phénoliques des extraits de Mentha piperita L.

e Extrait hydro-éthanolique de Mentha piperita L.
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e Composés phénoliques standards.
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min
Les composes standards utilisés et/ou detectés dans les extraits analyses sont numérotes de 1 a 56 :
(1 : acide quinique, 2 : acide fumarique, 3 : acide aconitique, 4 : acide gallique, 5 :
épigallocatéchine, 6 : acide protocatechique, 7 : catéchine, 8 : acide gentissique, 9 : acide
chlorogénique, 10 : aldéhydes protocatéchiques, 11 : acides phénoliques, 12 : acides phénoliques,
13 : acides phénoliques, 14 : acides phénoliques, 15 : acides phénoliques, 16 : acides phénoliques,
17 : acides phénoliques : Aldéhyde protocatéchuique, 11 :Acide tannique, 12 :Gallate
d'épigallocatéchine, 13 :Cynarine, 14 :Acide 4 OH Benzoique, 15 :Epicatéchine, 16 :Acide
vanilique, 17 :Acide caféique, 18 :Acide syringique, 19 :Vanilline, 20 :Aldéhyde syringique, 21
:Daidzine, 22 :Gallate d'épicatéchine, 23 :Piceid, 24 : Acide p-Coumarique, 25 :Acide férulique-
D3-1S, 26 :Acide férulique, 27 :Acide sinapique, 28 :Coumarine, 29 :Acide salicylique, 30
:Cyranoside, 31 :Miquelianine, 32 :Rutine-D3-1S, 33 :Rutine, 34 :isoquercitrine, 35 :Hespéridine,
36 :Acide O-Coumarique, 37 :Génistine, 38 :Acide rosmarinique, 39 : Acide ellagique, 40
:Cosmosiine, 41 :Quercitrine, 42 :Astragaline, 43Nicotiflorine, 44 :Fisétine, 45 :Daidzéine, 46
:Quercétine-D3-1S, 47 :Quercétine, 48 :Naringénine, 49 :Hespérétine, 50 :Lutéoline, 51
:Génistéine, 52 :Kaempférol 53 :Apigénine, 54 :Amentoflavone, 55 :Chrysine, 56 :Acétine ).
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e Profil lipidique du yaourt additionné de 4% d’extrait aqueux de Mentha piperita L. au 1¢
jour de stockage a 6°C.
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Les acides gras détectés en majorité dans les différentes fractions lipidiques des yaourts sont comme suit :

C4:0 (acide butyrique) ; C6:0 (acide caproique) ; C8:0 (acide caprylique) ; C10:0 (acide caprique) ; C11:0 (acide
undécanoique) ; C12:0 (acide laurique) ; C13 : 0 (acide tridécanoique) ; C14:0 (acide myristique) ; C14:1 (acide
myristoléique) ; C15:0 (acide pentadécanoique) ; C16:0 (acide palmitique) : C16:1 (acide palmitoléique) ; C17:0
(acide heptadécanoique) ; C18:1n9c (acide oléique) ; C18:2n6¢ (acide linoléique) ; C20:0 (acide arachidique) ;
C18:3n3 (acide a-linolénique) ; C20 : 1n9 (acide cis-11-ecosénoique) ; C20:2 (acide cis-11,14-ecosadiénoique) ;
C20:3n3 (acide cis-11,14,17-ecosatriénoique) ; C22:0 (acide béhénique) ; C20 : 3n6 (Acide cis-8,11,14-
Eicosatriénoique) ; C24:0 (Acide lignocérique).
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Annexe 6

Fiche technique d’évaluation sensorielle des Yaourts

Panéliste N° @ ..o
NOM et Prénom: ......ccceevvivriieeese e
SBXE & i

FONCLioN: ..o o,

Criteres organoleptiques Echan. 1 Echan. 2 Echan. 3 Echan. 4

Gout acide

Gout de fraicheur

Cohésivité
Adhésivité
Odeur
Arriere gout

Couleur

Chague panéliste est invité a analyser les produits proposes en les évaluant sur différents criteres
selon une échelle de notation variable de 1 4 10 :

-1, 2: Mauvais (e)

- 3, 4, 5: Bon (Bonne)

6,7, 8: Trés bon (bonne)

* 9 et 10: Excellent (Excellente) - 3, 4, 5: Bon (Bonne).

Test organoleptiques

Chaque 7 jours durant toute la période de poste acidification, la qualité des laits fermentés

expérimentaux sera évaluée par un jury composé de 10 panelistes, qui devront apprécier selon

une échelle de notation variable de 1 a 10 les criteres des produits suivants :

- Gout acide : Consiste a apprécier ’ampleur de 1’acidité développée par les germes lactiques
ensemencées dans les laits fermentés type yaourt au cours de I’entreposage.

- Gout de fraicheur : Consiste a apprécier I’ampleur de la sensation de fraicheur lors de la
consommation du produit.

- Cohésivité : Consiste a déterminer la capacité maximale de déformation de 1’échantillon avant
de se rompre lorsqu’il est écrasé entre les doigts.

- Adhésivité : Exprime I’intensité des forces inter faciales développées entre la surface d’une
cuillére et celle de I’échantillon lors d’une prise de produit.

- Odeur : Le panéliste est appelé a appréci¢ la sensation d’odeur désagréable des produits
conserveés au froid a 4°C.

- Arriere-goQt : Le panéliste est appelé a apprécier la sensation de I’arriére gout amere dans les
produits présentés.

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