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Introduction

Le lait fermenté est préparé depuis longtemps dans les régions d'élevage ou il
constitue un mode de protection et de conservation du lait grace a lI'abaissement de son Py.
cependant sa consommation a souvent été limitée en raison de sa grande instabilite.
L’irrégularité de la production, par son caractére saisonnier, et la grande fragilité du produit
ont incité les producteurs a rechercher des formes de conservation des éléments essentiels de
ce lait. (Jeantet R., 2017).

C’est dans ce contexte que sont apparues, aujourd'hui, les traitements a base de plantes
qui reviennent au premier plan , aussi bien dans le domaine de 1’agroalimentaire que celui de
la médecine ou la cosmétique, car les huiles essentielles possédent des profils de composition
chimique différents permettant de les utiliser comme agents naturels de conservation des
aliments (Holley and Patel ., 2005).

D’autre part, 1’industrie alimentaire utilise les huiles essentielles pour rehausser le godt,

comme additif pour aromatiser et colorer les aliments (Aprotosoaie et al., 2010).

Les plantes aromatiques sources de ces huiles essentielles sont largement répandues en
Algérie qui abrite un ensemble d’espéces importantes et variées et témoigne de ce fait d’une
richesse floristique incontestable. C’est pourquoi, nous nous sommes intéressé a étudier deux
plantes trés prisées comme aromates, poussant a 1’état spontané a savoir: le myrte (Myrtus

communis L.) et le romarin (Rosmarinus Officinalis L.).

Myrtus communis L., communément appelé myrte, est un arbuste aromatique de la famille des
myrtacées. En Algérie, il pousse de fagon spontanée a travers 1’Atlas tellien, les régions
cotieres, ou il est connu sous les noms de «Rihan» ou «mersinx», qui est trés apprécié pour son
fruit (Quézel et Santa, 1962). En médecine traditionnelle, le myrte est souvent consommé en
infusion et décoction (LeFloc'h, 1983). Une infusion des feuilles et jeunes branches est
stimulante, antiseptique, astringente et hypoglycémiante et a été considérée comme un remede
de santé pour l'eczéma, le psoriasis, I'asthme, les troubles gastro-intestinaux, les infections
urinaires et la diarrhée (Ziyyat et al., 1997). Certaines parties de la plante sont utilisées dans
Iindustrie alimentaire pour ameliorer le golt de la viande et des sauces (Chalchat et al.,
1998) , bien que les baies du myrte sont utilisées comme essences aromatiques dans la

cuisine, leur utilisation la plus importante est la production de liqueurs (Mulas et al., 2002a)
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Introduction

Le romarin (Rosmarinus Officinalis L.) a fait I’objet de récentes recherches dans les domaines
pharmaceutiques, cosmeétiques et agro-alimentaires. C’est une herbe aromatique de la famille
des lamiacées, appréciée pour ses propriétés aromatiques, antioxydantes, antimicrobiennes,
antispasmodiques, emménagogues et anti-tumorales, largement utilisée dans les produits
pharmaceutiques et en médicine traditionnelle (Atik bekkara et al.2007). Aussi bien Les
feuilles et extraits de romarin, ainsi que I'acide rosmarinique, I'acide carnosolique, le rosmanol
et le carnosol sont utilisés dans I'industrie agroalimentaire. En effet, ils servent d'antioxydant
et de conservateur dans les charcuteries, les viandes, les produits alimentaires riches en
graisses (Arvy ., Gallouin, 2003; Wichtl, 2003; Anton et Lobstein , 2005).

C’est dans ce sens que s’inscrit notre étude dont I’objectif consiste a mettre a profit de
I’industrie agro-alimentaire les effets biologiques de I'huile essentielle des plantes suscitées ,

par son incorporation dans 1’¢laboration du I’ben
Le travail est présenté selon le plan suivant qui comprend,

» Une premicre partie relative a une étude bibliographique qui met I’accent sur les deux

principaux volets ; Les plantes aromatiques utilisés et le produit laitier "I’ben ".

» Une deuxieme partie exposant le matériel et les méthodes utilisées dans le cadre de ce
travail qui consiste a I’incorporation des huiles essentielle dans 1’ben , les analyses
physico-chimique et bactériologique réalisées sur le produit fini , validée par une
analyse sensorielle.

» Une troisieme partie est dédiée aux résultats obtenus ainsi que leurs analyses et

discussion.
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Chapitre 1: Especes étudiées

1. Le myrte

1.1. Description botanique

Le myrte est un arbuste buissonnant (moyennement dense) répandu sur tout le littoral
méditerranéen, dans les bois et sur les hauteurs, les tiges sont recouvertes d une écorce rousse,
les feuilles sont persistantes (annuelles), coriaces et ovales. Les fleurs sont blanches et
odorantes (spécifiques et retenus pour la reconnaissance de la plante), les fruits sont de forme

ovoidale, charnu, noir bleuatre a maturité. On trouve le myrte dans toute 1’Europe

méridionale, dans le sud et I’ouest de 1’Asie et en Afrique du nord (Quezel et Santa, 1963;
Barboni, 2006).

Figure 1 : Myrtus communis L. (Benchegra et Haddad, 2013)
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Chapitre 1 : Espeéces étudiées

1.2 Description systématique

Regne : Plantae

Sous-régne : Eucaryotes

Embranchement : Spermaphytes

Sous-embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotylédones

Ordre : Myrtales

Famille : Myrtaceae

Genre : Myrtus

Espéce : Myrtus Communis L.  (Quezel et Santa, 1963).
Nom vernaculaire : Rayhan, Mersin

1.3 Reépartition géographique

1.3.1 Dans le monde

Le myrte est un représentant typique de la flore méditerranéenne, qui pousse dans les
foréts du pin et dans plusieurs régions situées a 600 m d’altitude. Cette plante aromatique, tres
odorante, est également présente dans I'Asie occidentale (Cevat et Musa, 2007), en Amérique
du Sud et en Australie (Laurent, 1980). Le myrte pousse sauvagement dans les régions
cotieres, les collines internes et les zones forestiéres du Nord de la Tunisie (Pottier-Alapetite,
1979 ). En Turquie, le myrte se trouve dans les foréts de pins et des rives, en particulier dans

les montagnes du Taurus, juste au-dessus de 500-600 m d’altitude (Ozek et al., 2000).
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1.3.2 En Algérie

L’espéce Myrtus communis L., est présente au Tell, sur les pentes des collines et sur
les zones cotieres, parfois dans des zones reculées. L'espéce du désert, Myrtus nivellei L., se
trouve couramment dans le Hoggar et le Tassili. Ses feuilles sont tres appréciées par les

Touaregs en tant que médicament a base de plantes (Quézel et Santa, 1963).
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Figure 2: Distribution de Myrtus communis (Migliore, 2011).

1.4 chémotype de I’espéce

En plus des métabolites primaires, des minéraux et de la matiére azotée, le myrte
commun contient des métabolites secondaires, dont on peut citer les huiles essentielles et les
composes phénoliques (Belaiche, 1979). Les HE du myrte commun sont des mélanges
complexes constitués de plusieurs dizaines, voire plus d’une centaine de composés,
principalement des terpénes (Cevat et Musa, 2007). Les feuilles et les fruits sont riches en
tannins, flavonoides et anthocyanidines (Fioretto et al., 2007). Dans des études antérieures,
les huiles de myrte ont été séparées en deux groupes: le premier est caractérisé par une teneur
élevée en myrtényl acétate et une faible teneur en a-pinene; le deuxiéme groupe est
caractérisé par l'absence de myrtényl acétate et des teneurs élevées en a-pinéne et 1,8-cinéole

comme principaux constituants (Bradesi et al., 1997).

La composition chimique de deux échantillons d'huile de myrte prélevés dans
différentes localités de I'Est Algérien a été étudiée par la spectroscopie GC-FID, GC-
MS et C13 RMN. Les dérivés de monoterpéne ont été les composés principaux: o-
pinene (50,8 et 33,6%), 1,8- cinéole (21,9 et 13,3%), linalool (2,7 et 14,8%) et I'acétate
de linalyle (0.5 et 9.5%) (Bouzabata et al., 2015).
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D'autre part, la composition de I’huile essentielle provenant de Corse, est constituée
de 18 composés dont les majoritaires sont 1’a- pinéne (54,3%), le 1,8-cinéole (24,7%), le
limonéne (5,3%), l’acétate de géranyle (1,5%) et 1’a-terpinéol (1,3%). En outre, la
composition chimique s’est révélée relativement stable au cours du cycle végétatif de juin a

novembre (Bradesi et al, 1997).
1.5 Utilisations traditionnelles et indications

Le Myrte commun est doté de vertus médicinales notamment utilisé comme
antiseptique et désinfectant mais également pour ses propriétés balsamiques. Ce sont les
qualités aromatiques et médicinales du myrte qui favorisent son utilisation dans les industries
pharmaceutique, cosmétique et agroalimentaire. Dans les régions mediterranéennes, on fait

fermenter et macérer les baies pour obtenir de la liqueur et du vin (Barboni., 2006).

Tout autour de la méditerranée ,en se basant sur différentes études ethnobotaniques,

nous avons répertorié quelques utilisations traditionnelles du myrte.

En Algérie, les feuilles de M. communis sont traditionnellement utilisées dans le
traitement des troubles respiratoires, la bronchite, la sinusite, l'otite, la diarrhée et les
hémorroides (Beloued, 1998). Ses baies sont consommées comme fruit par la population
locale pour le traitement d'ulcere gastrique alors que l'infusion des feuilles est utilisée comme
boisson remede pour traiter les troubles digestifs notamment ceux du colon aussi pour le

probléme d'otite.

En Tunisie, les fruits du myrte sont utilisés dans le Nord du pays a 1’état frais ou bien
en décoction pour soulager l'ulcére et les douleurs gastriques; ils sont préconises en
gargarisme, pour traiter les gingivites. La décoction de fleurs est proposée pour arréter les
diarrhées aigiies, et comme traitement de la toux et des rhinites. L’huile fixe issue des fruits

est utilisée pour atténuer les douleurs rhumatismales en application locale (Boukef , 1986)

Au Maroc, I'infusion et la décoction sont utilisées comme reméde des affections
respiratoires et des diarrhées. L’infusion est également préconisée pour traiter les
conjonctivites. Le décocté sert a imbiber les compresses a appliquer sur les plaies, les abces,
les furoncles et les hémorroides saignants. Le décocté concentré est donné aux femmes dans
les hémorragies de la delivrance. Le fruit est maché contre les gingivites et les aphtes
(Bellakhdar , 1997)
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L’huile essentielle de Myrtus communis L. entre dans diverses spécialités
pharmaceutiques telles que Myrtine inhalante® solution pour inhalation par fumigation ou
Nazinette du docteur Gilbert, pommade nasale ( Fidon , 1992)

En Turquie, des chercheurs ont interrogé 512 personnes au total dans la région de
Marmaris, ’huile essentielle de feuilles de myrte est utilisée par voie cutanée pour traiter les
paralysies et les douleurs, et par voie orale pour traiter le diabéte. Dans 1’ouest de la Turquie,
les feuilles sont utilisées en décoction pour traiter les affections de la prostate, mais dans la
région de Manisa, les feuilles et les fruits sont utilisés en décoction pour traiter 1’incontinence

et les infections de la vessie .( Bulut et al., Gurdal et al. et Sargin et al., 2013 )

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

1.6 Le rendement en huiles essentielle

Durant les derniéres années, plusieurs chercheurs se sont intéressés au myrte comme plante
aromatique et médicinale et ont mené des travaux d'identification de ses composants ainsi que
de prospections de leurs éventuelles activités biologiques. Globalement, ces travaux tournent
autours de deux axes de recherches a savoir la détermination de la composition chimique des

extraits obtenus et la mise en évidence de leurs activités biologiques.
1.6.1 Composition chimique de I'HE du myrte

Plusieurs travaux réalisés sur Myrtus communis L. montrent que la composition chimique
des huiles essentielles extraites du myrte ainsi que le rendement varient selon I'origine de la
plante, son mode d'existence (cultivé ou spontané), lI'organe concerné et son stade végétatif.
Savikin-Fodulovic et al. (2000), rapportent une différence significative du rendement en HE
extraite des feuilles du myrte de Belgrade pendant I'été pour les plantes cultivées in vitro
(0.37%) et les plantes poussant a I'état naturel (0.76%) ; Ce rendement en HE du myrte cultivé
est comparable a celui signalé par Boelens et Jimenez (1991), pour les feuilles et les pousses
du myrte cultivé d'Espagne (0.4%) qui reste inférieur a celui du myrte sauvage (0.5%). Le site

de récolte ou localité ainsi que les conditions pédo-climatiques qui s’y reportent semblent
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influencer le rendement en HE des feuilles de M. communis d'lran récolté pendant le mois de

juillet (période de floraison).

Plusieurs travaux de recherches ont porté sur le myrte de différentes régions de I'lran.
Weyerstahl et Marschall (1994) ont noté un rendement de 2.5% pour le myrte récolté du
nord-ouest d'lran, tandis que Pezhmanmehr et al. (2010), ont rapporté une valeur de 1.8-2.61
% pour deux régions en Iran. D'autre part, Ghasemi et al. (2010), ont enregistréé un
rendement de 0.47% pour la région de Manjil (Iran). Pour le mois de mai (période de
préfloraison), le rendement en HE des feuilles est de 0.69 % pour le myrte commun récolté en

province de Fars, au sud d'Iran (Zomorodian et al., 2013)

En outre, Tuberoso et al. (2006) ont signalé la variation du rendement en HE des
feuilles de M. communis (0.52 + 0.03%) collecté de 11 localités en Sardaigne (Italie) entre les
mois de novembre et décembre (stade de maturation industrielle). De méme, Asllani (2000)
observe des différences de rendement en fonction du lieu de récolte quel que soit lI'organe
collecté du myrte poussant en Albanie : feuilles 0.48-0.8% (juin-septembre), fleurs 0.14-
0.25%, feuilles et fleurs 0.2- 0.35% (juin) et fruits madrs 0.1-0.15% (octobre). De plus,
Bouzabata et al. (2013a, 2013b et 2015), qui ont mené leurs recherches sur les populations
endémiques algériennes de myrte (M. communis et M. nivellei) appuient aussi cette variation
du rendement en fonction du site de récolte et de I'espece étudiée (0.5 - 2.0% pour M. nivellei,

0.4 - 1% pour M. communis).

Mais, il apparait que le rendement est aussi influencé par le stade physiologique de la
plante, Pezhmanmehr et al. (2010), signalent pour la région de Lorestan en Iran un
rendement en HE des feuilles de 2.61% pendant la période de floraison contre 1.3% pendant
le stade de maturation des fruits. Les rendements signalés par Chalchat et al. (2010) et Ozek
et al.(2000), pour le myrte collecté de sites différents en Turquie confirment aussi cette

variabilité (0.62 % et 1.10%) pour les mois d'aodt et mai, respectivement.

Le fruit de M. communis renferme beaucoup moins d'HE que les autres parties de la
plante (feuilles, fleurs et tiges); la feuille étant I'organe le plus riche (Aboutabl et al., 2011;
Tuberoso et al., 2006; Barboni et al., 2010 et Aidi Wannes et al., 2007). De méme pour le
myrte algérien de la région de Miliana récolté pendant le mois de novembre (période de
fructification compléte), les rendements sont de I'ordre de 0.3% et 0.1% pour les feuilles et les
fruits, respectivement (Brada et al., 2012). Cette variabilité entre organes est d'autant plus

affirmée durant tout le cycle végetatif de la plante dans les travaux de Jerkovic et al. (2002)
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(feuilles 0.19-0.37%, fleurs 0.21- 0.26% et fruits 0.03-0.13%) montrant que le rendement des

feuilles reste supérieur et atteint son maximum pendant la période de floraison.

Plusieurs auteurs relévent l'influence du stade physiologique (Bradesi et al., 1997 ;
Chryssavgi et al., 2008 ; Pereira et al., 2009 ; Aidi Wannes et al., 2010 et 2011 et Aidi
Wannes et Marzouk, 2012). Toutefois, Viuda-Martos et al. (2011) n'observent pas de
difference significative entre les feuilles (2.0%) et les fruits (1.8% ) pour le myrte du Maroc

durant la période végétative.

Vu la diversité pédoclimatique des pays et génétique des espéeces , il est par conséquent
évident d'apercevoir une telle variabilité qui d'ailleurs est fortement présente dans I'analyse de
la composition chimiques des HE extraites. Dans des études antérieures, les huiles de myrte
ont été separées en deux groupes: le premier est caractérisé par une teneur élevée en myrtényl
acétate et une faible teneur en a-pinene; le deuxiéme groupe est caractérisé par I'absence de
myrtényl acétate et des teneurs élevées en a-pinene et 1,8-cinéole comme principaux

constituants (Bradesi et al., 1997).

Le myrtényl acétate est I'un des principaux composants qui distingue les myrtes de différentes
origines. Sa présence a été signalée dans les huiles essentielles de myrte de certains pays tels
que le Portugal (Pereira et al., 2009), la Tunisie (Messaoud et al,. 2011), le Maroc (Viuda-
Martos et al., 2011), I'Espagne (Boelens et Jimenez, 1991), la Croatie (Jerkovic et al.,
2002), I'Albanie (Asllani, 2000), la Bulgarie (Savikin-Fodulovic et al., 2000), ex-
Yougoslavie (Chalchat et al., 1998) et la Turquie (Ozek et al., 2000). L'absence de ce
dernier a été rapporté dans les pays comme I'lran (Weyerstahl et Marschall, 1994), la Corse
(Bradesi et al., 1997), la Gréce (Koukos et al. (2001), I'ltalie (Flamini et al. 2004 ;
Tuberoso et al., 2006), la Turquie (Senatore et al., 2006), la France (Barboni et al. (2010),
I'Egypte (Aboutabl et al., 2011), I'Arabie Saoudite (Khan et al., 2014) et I'Algérie (Brada et
al., 2012 ; Bouzabata et al. 2013a, 2013b et 2015).

Dans les huiles essentielles des feuilles de myrte algérien, quelle que soit la méthode
d'extraction utilisée, l'a-pinéne et le 1,8-cinéole sont les principaux composants (Berka-
Zougali et al., 2010 et 2012 ; Brada et al., 2012 ; Bouzabata et al. 2013a, 2013b et 2014),
semblable au myrte tunisien (Messaoud et al., 2011; Aidi Wannes et al., 2009) ainsi qu’au
myrte francgais (Chalchat et al., 1998).
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Pour le myrte d'Espagne (Boelens et Jimenez, 1991) et celui de la Grece (Chryssavgi et al.,
2008), les principaux composants sont le myrtényl acetate et le 1,8-cinéole. Cependant, les
composants majoritaires des HE des feuilles du myrte frais en provenance du Maroc, de I'ex-
Yougoslavie et du Liban sont I'a-pinéne, le 1,8-cinéole et le limonene (Chalchat et al., 1998).
Il a également été rapporté (Owlia et al., 2009; Ashnagar et al., 2009 et Moradi et al., 2012)
que les quatre principaux composants qui caractérisent les HE du myrte iranien sont l'a-
pinéne, le limonene, le 1,8-cinéole et le linalool. Ces résultats corroborent avec ceux obtenus

par Yadegarinia et al. (2006).

Ghasemi et al. (2011) ont mené une autre étude comparative reéalisée sur le myrte iranien en
utilisant I'nydrodistillation (HD) et Il'extraction au CO2 supercritique ou au fluide
supercritique (SFE). Sept composants majoritaires ont été identifiés dans HE-HD : a-pinene,
1,8-cinéole, limonéne, linalool, a-terpinoleéne, linalyl acétate et o-terpényl acétate. Les
principaux composes de I'HE extraite des feuilles de myrte albanais (Asllani, 2000) ont éte :
1,8-cinéole, a-pinéne, limonéne, myrtényl acétate et linalool. Dans le cas du myrte turque
(Ozek et al., 2000), trois principaux composés ont été trouvés: 1,8-cinéole, linalool et

myrtényl acétate.

Quant au myrte issu du Portugal, Pereira et al. (2009), ont cité quatre principaux composés
dont la domination est étroitement liée au cycle végétatif. Il s'agit du myrtényl acétate, o-
pinene, limonene et 1,8-cinéole. Récemment, dans le cas du myrte égyptien, Aboutabl et al.
(2011) ont rapporté que les principaux composés de I'HE étaient le 1,8 cinéole (27,19%) et
l'a-pinéne (25,53%). La composition de 1'HE est enrichie par la présence de B-linalool
(11,75%), p-menth-1-énol (6.95%), myrtényl acétate (4.2%), linalyl acétate (3.39%), néryl
acétate (2.94%), limoneéne (1.6%) et a- terpényl acétate (1.4%).

De méme, le lieu de récolte ou la localité semble influencer les proportions des composants
majoritaires des HE obtenues des feuilles de myrte italien récolté de deux localités différentes
(Flamini et al., 2004). Les auteurs ont rapporté que le type de sol joue un réle important dans
la variabilité de la composition de 1'HE car 1'a-pinéne et le limonéne ont été identifiés en plus
grandes quantités dans les plantes qui poussent sur des sols calcaires alors que le linalool, le
linalyl acétate et le trans-myrtanol acétate ont été détectés a des pourcentages plus élevés sur
les sols siliceux. Le trans-myrtanol acétate étant identifié pour la premiére fois comme un

constituant naturel de I'HE de M. communis.
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Méme si la composition de I'HE de myrte est déterminée essentiellement par des facteurs
génétiques, elle varie aussi avec les saisons. Bradesi et al. (1997), Jerkovic et al. (2002),
Chryssavgi et al. (2008), Pereira et al. (2009) et Aidi Wannes et al. (2009, 2010 et 2011)
signalent des variations saisonniéres significatives dans les proportions des principaux
constituants des HE de myrte qui pourrait étre di a la dynamique genétique (Bouzabata et
al., 2013b) et des facteurs environnementaux tels que la géographie, la température, les
précipitations, la durée du jour, nutriments, etc. Ces facteurs influencent probablement les
voies de biosynthése de la plante et par conséquent la proportion relative des principaux

COMpOseés.

1.6.2 Activités biologiques du myrte

1.6.2.1. Activité antimicrobienne

Un grand nombre d'études a été fait sur l'activité antimicrobienne du myrte . La plupart
portaient sur I'exploration du potentiel antibactérien et celui antifongique de I'huile essentielle
extraite des parties aériennes de la plante principalement les feuilles et peu de travaux étaient

réalisés sur les différents extraits

AKin et al. (2010) et Rosato et al. (2007) ont montré dans leurs travaux l'activité inhibitrice
de I'HE de M. communis contre huit bactéries pathogénes Gram positives et Gram négatives
(Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Enterococcus durans, Salmonella typhi,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus et Bacillus subtilis). L'efficacité
de M. communis a été confirmée par la méthode de dilution en milieu gélosé. Owlia et al.
(2009 ; 2010) rapportent aussi un effet inhibiteur appréciable de I'HE sur P. aeruginosa,
bactérie pathogéne réputée pour sa résistance, avec une CMI (concentration minimale
inhibitrice) et une CMB (concentration minimale bactéricide) de 64ug/mL et une réduction
significative des facteurs de virulence testés (production d'alginates, formation de biofilm,

mobilité et adhérence) aux 1/2 et 1/4 de cette concentration effective.

Selon Deriu et al. (2007), I'HE du myrte a été aussi efficace contre plusieurs souches
cliniques d' Helicobacter pylori, agent pathogéne responsable d'ulceres gastriques, avec des
concentrations allant de 0.075 a 2.5% (v/v) et celle extraite lors de la floraison fut tres active
contre Mycobacterium tuberculosis et modérement active contre Mycobacterium
paratuberculosis (agents tuberculeux multirésistants) avec des CMI respectives de 0.17 et
>2% (v/v) (Zanetti et al., 2010). Par contre, une CMI >1000 (ng/mL) et une dose de 10000
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pg/mL d'HE des feuilles de myrte iranien est nécessaire pour assurer 39.77% d'inhibition de la

croissance de Streptococcus iniae (Pirbalouti et al., 2011).

Zomorodian et al. (2013) avaient testé I'HE extraite des feuilles de myrte avant la floraison
sur une large gamme de bactéries pathogenes (Gram + et -), levures et champignons et montré
son efficacité a inhiber 90% de la croissance de ces germes en presence des CMI90 allant de
0.5 a 64 ul/mL. Les CMI signalées pour les bactéries a Gram positif étaient plus faibles que

celles notées pour les bactéries a Gram négatif.

En outre, HE avait deux activités inhibitrice et bactéricide contre toutes les bactéries a Gram
négatif examinées avec I'égalité des CMI et CMB. Toutes les especes de Candida testées,
incriminées dans plusieurs infections nosocomiales, étaient aussi inhibées a des
concentrations de l'ordre de 0.65-2 pl/mL. Résultats concordants a ceux trouvés par
Yadegarinia et al. (2006) qui rapportent une CMI de 2 pl/mL pour Candida albicans. Les
CMF (concentrations minimales fongicides) étaient aussi comparatives avec 3.85 et 4 ul/mL,

respectivement.

D'autre part, Ben Hsouna et al. (2014) confirment ces observations avec une activité
inhibitrice élevée de I'HE contre les bactéries Gram positives par rapport aux bactéries Gram-
négatives (CMI allant de 0.078 a 2.5 mg/mL) et un effet remarquable contre plusieurs souches
fongiques. L'étude du mode d'action de I'HE par la détermination de la courbe de la cinétique
bactérienne (the time-Kkill curve) de Listeria monocytogenes (isolat alimentaire) a montré un
effet bactéricide drastique aprés 5 min en appliquant une concentration de 312 mg/mL. Ces
résultats sont la preuve que M. communis L. possede des propriétés antimicrobiennes et par
conséquent est une source potentielle pour des ingrédients actifs pour les industries

alimentaires et pharmaceutiques.

Dans I'étude récente de Bouzabata et al. (2015), les HE extraites des parties feuilles et fleurs
du myrte algérien récolté durant la période de floraison ont montré divers degrés d'inhibition
contre tous les champignons testés (levures: Candida albicans, Candida parapsilosis,
Candida tropicalis, Cryptococcus neoformans, Candida guillermondii et Candida krusei;
champignons:  Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus et Aspergillus flavus et
dermatophytes: Epidermophyton floccosum, Trichophyton mentagrophytes, Microsporum
canis, Trichophyton rubrum, Microsporum gypseum, Trichophyton mentagrophytes var.

interdigitale et Trichophyton verrucosum).
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Pour la plupart des dermatophytes testés, y compris M. canis, T. rubrum et E. floccosum, la
CMI était équivalente a la CML ou concentration minimale létale (0,64 mg/mL), ce qui
indique un effet fongicide pour 'HE de myrte. Cette derniere était moins efficace contre les
souches de Candida sp. et Aspergillus sp. avec des valeurs de CMI de 1,25 mg/mL et

5mg/mL, respectivement.

Cette activité antifongique était semblable pour les deux échantillons d'HE étudiés en dépit
de leurs compositions chimiques différentes. Ces résultats justifient l'utilisation traditionnelle
de I'HE de myrte comme désinfectant et antiseptique (Sumbul et al., 2011).

1.6.2.2. Activité antioxydante

Les plantes aromatiques et médicinales sont une source d'antioxydants naturels grace
a leurs métabolites secondaires comme les polyphénols et les huiles essentielles. Emanant de
ce constat, Myrtus communis L. a fait I'objet de plusieurs études portant sur I'exploration de
son potentiel antioxydant. Une faible activité antioxydante de I'HE du myrte d'lran a été
observée par Yadegarinia et al. (2006) en terme de pouvoir de piégeage du radical libre -

DPPH- (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) a raison de 3.53% seulement.

Par contre, cette activité a été estimée de 42.98% par le test d'inhibition de la
peroxydation lipidique ou le test du PB-caroténe-acide linoléique.. Pour I'HE extraite des
feuilles du myrte marocain, 'activité antioxydante a été aussi faible méme pour le test du -

caroténe-acide linoléique (8% a la dose maximale de 10ul/mL).

Les HE des feuilles de myrte de Monténégro (les Balkans) ont été évaluées par
Mimica-Duki$ et al. (2010) et leur pouvoir de réduire 50% le radical DPPH stable a la
couleur jaune a des 1C50 de 5,99 mg/mL et de 6,24 mg/mL, pour les deux sites de récolte
respectifs. Ces valeurs sont nettement supérieures a celles notées pour les antioxydants
standards (BHT et BHA) qui ¢étaient de 8.62 et 3.09 pug/mL, respectivement. Les composants
majoritaires de ces HE étaient l'a-pinéne (14.7%-35.9%), le linalool (10.1%-10.9%), le 1,8-
cinéole (23.9-25.7) et le myrtényl acétate (5,4%-21,6%) or le test dot-blot a permis de mettre
en évidence le pouvoir considérable du 1,8-cinéole et du méthyl eugénol pour le piégeage du
radical DPPH.
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Ce dernier était présent a raison de 0.8% a 1.0% justifiant leur activité antioxydante
comparable. Les deux composés ont déja été signalés comme puissants piégeurs de radicaux
libres, en particulier le méthyl eugénol, tres probablement en raison de sa fraction

phénylpropanoide (BozZin et al., 2006).

Les effets antioxydants de I'HE extraite des feuilles du myrte de la Turquie sur les huiles
comestibles du noyau de grenade, du pavot, du raisin et celle du lin ont éte déterminés par
Inan et al. (2012). L'addition d'une dose de 0.05% a permis de prévenir l'augmentation des
valeurs de la viscosité, du peroxyde et de l'acidité libre de toutes les huiles testées et

conservées en contact d'oxygene a 60°C.

Ces résultats ont appuyé I'utilisation de I'HE comme conservateur alimentaire notamment des
huiles comestibles afin de stabiliser I'oxydation de ces derniéres durant la conservation. De
méme, I'HE extraite des boutons floraux du myrte tunisien a montré une forte activité
antioxydante. D'apres ces auteurs, cette forte activité peut étre attribuée a la présence d'une
quantité élevée du 1,8-cinéole (15.3%) dans I'HE.

Les activités antioxydantes de I'HE et de I'extrait méthanolique des parties aériennes du myrte
tunisien (M. communis var. italica L.) collectées pendant la période de floraison ont été
évaluées par Aidi wannes et al. (2010) a l'aide des tests de piégeage des radicaux libres du
DPPH, du blanchissement du -caroténe et pouvoirs chélatant et réducteur du fer. Dans tous
les tests, les extraits méthanoliques des différentes parties de myrte ont montré une meilleure
activité antioxydante que les HE.L 'extrait méthanolique des fleurs affichait aussi une activité
antioxydante intéressante comparativement a celui des tiges avec des IC50 de 3pg/mL,
78ug/mL, 50ug/mL et 46mg/mL pour les tests de DPPH, du blanchissement du caroténe, du
pouvoir réducteur et du pouvoir chélatant du fer, respectivement. Plusieurs chercheurs ont
conféré des activités biologiques intéressantes aux tanins comme l'activité antioxydante, le
pouvoir anti-génotoxique (Hayder et al., 2004), I'activité antivirale (Pousset et al., 1993) et

I'effet antinypertenseur (Yokozawa et al., 1994).

D'autre part, I'étude saisonniere de la composition chimique de I'HE et de [l'activité
antioxydante des extraits méthanoliques des feuilles du myrte de Zakynthos (ile grecque)
avant et pendant la floraison ainsi qu'en fructification menée par Chryssavgi et al. (2008) a
mis en évidence une meilleure activité antioxydante de I'extrait méthanolique des feuilles en

pleine floraison correspondante a un contenu maximal en phénols totaux de 373mg (EAG)/g
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de plante.. A l'issue de leurs résultats, ces chercheurs ont confirmé I'utilisation potentielle de

M. communis L. en technologie alimentaire et en médecine

Des résultats comparables ont été rapportés par Mothana et al. (2011) en confirmant la forte
activité antioxydante de l'extrait méthanolique des feuilles et fruits de myrte du Yémen
évaluée par le test du DPPH avec 94,5% d'activité contre 23,7% observé pour I'extrait aqueux

chaud a la dose de 1000 pug/mL alors que celle de 1'acide ascorbique était de 96.3%.

De plus, Messaoud et Boussaid (2011) ont collecté les fruits mdrs bleu-violace et blancs de
Myrtus communis var. italica de la Tunisie en pleine fructification et évalué les activités
antioxydantes de leurs extraits méthanoliques par le test du DPPH et la méthode de FRAP
(pouvoir réducteur du fer). Qui ont montré une différence dans la capacité antioxydante entre
les deux formes de myrte observée dans cette étude qui pourrait étre attribuée selon ces

auteurs a leurs différents contenus phénoligues.

1.6.2.3. Activités pharmacologiques

En plus des activités mentionnées précédemment, il y a aussi d'autres nombreuses
activités biologiques importantes de M. communis qui peuvent étre sous-classifiées comme
des effets biochimiques c'est-a-dire pharmacologiques, y compris les effets anti-
inflammatoire, anti-diabétique, anti-mutagénique, pro-apoptotique dans les cellules
cancéreuses, anti-atherogéne, antiischemique hépatique, aussi bien qu'insecticide,

molluscicide et antiprotozoaire.

Le terme "activité pharmacologique" se référe aux interactions biochimiques d'extraits de
myrte, des huiles ou ses composés dans la circulation sanguine, comme des interactions avec
différentes hormones et enzymes. Les activités pharmacologiques sont d'habitude examinées
in vivo sur des organismes modeles différents considérant la biodisponibilité des huiles
essentielles. Le terme "biodisponibilité" représente une des propriétés pharmacocinétiques et
pharmacodynamiques principales des médicaments et il est utilisé pour décrire la fraction
d'une dose administrée d'un médicament (ou drogue) inchangée qui atteint la circulation

génerale et peut étre utilisée pour une fonction spécifique et/ou stockée.

La biodisponibilite est mesurée par analyse pharmacocinétique de prélevements de sang pris

de la circulation systémique et reflete la fraction du médicament atteignant la circulation
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systémique. Si un compose est mal absorbe ou largement métabolisé au préalable, seule une
fraction limitée de la dose administrée va atteindre la circulation systémique. Ainsi, afin de
parvenir a une biodisponibilité élevée, le composé doit avoir une absorption suffisamment
élevée et une faible clairance rénale (mesure de la capacité d'excrétion rénale ou d'autres
organes) (Djilani et Dicko, 2012).

1.6.2.4. Activité anti-ulcére

Des recherches ont été menées afin d'évaluer I'effet protecteur des fruits séchés de M.
communis L. dans des modeles d'ulceres gastriques induits par I'éthanol, I'indométacine et la
ligature pylorique chez les rats Wistar. Deux doses d'extraits aqueux de M. communis (AEL et
AE?2) aux doses de 105 et 175 mg/kg, respectivement et extraits méthanoliques (ME1 et ME2)
aux doses de 93 et 154 mg/kg, respectivement ont été administrés par voie orale aux animaux

avant l'exposition a des ulcérogénes.

Les parametres pris pour évaluer l'activité anti-ulcére étaient l'indice d'ulcére, le
volume du suc gastrique, le pH gastrique, I'acidité totale, le mucus de la paroi gastrique et les
études histopathologiques. L'administration orale de AEl et AE2 a réduit de facon
significative l'indice de l'ulcére dans tous les modéles d'ulceres. La faible dose d'extrait
aqueux et la forte dose d'extrait méthanolique de M. communis ont exhibé un effet plus
significatif par rapport a I'oméprazole (médicament standard) dans le modeéle de l'ulcere induit
par I'éthanol. Les deux doses d'extraits aqueux et méthanoliques ont également réduit le
volume du suc gastrique, l'acidité totale et ont augmenté le pH gastrique et le contenu du
mucus de la paroi gastrique dans tous les modeles d'ulcéres utilisés dans cette étude. Les
examens histopathologiques des tissus gastriques de rats traités avec les extraits aqueux et
méthanoliques dans le modéle d'ulcere induit par Il'indométacine ont montré un effet

protecteur significatif contre l'ulcére pour les deux doses (Sumbul et al., 2010).

30



Chapitre 1 : Espeéces étudiées

1.7. Intéréts agro-alimentaires

Myrtus communis L. a été utilisé depuis l'antiquité aussi bien comme une épice dans
les préparations alimentaires que pour des fins medicinales. Le myrte, malgré son odeur
agréable, ne trouve pas d'application a grande échelle comme épice. Le godt est trés intense,
tres désagréable et fortement amer et son application culinaire est limitée a la région d'origine
comme ['ltalie (Gortzi et al., 2008). En effet, en Italie, notamment en Sardaigne, les baies et
les feuilles sont utilisées pour produire des liqueurs bien connues (Messaoud et al., 2012).
Toutefois, certaines parties de la plante sont utilisées dans l'industrie alimentaire pour

améliorer le godt de la viande et des sauces (Chalchat et al., 1998)

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

préservation des populations de myrte naturelles (Mulas et al., 2002b)

Les valeurs nutritionnelles des baies du myrte ont été déterminées par Aydyn et Ozcan
(2007). Les constituants sont: huile brute (2.37%), huile essentielle (0.01%), protéines brutes
(4.17%), fibres brutes (17.41%), énergie brute (11.21 Kcal/g), sucres réducteurs (8.64%),
tannins (76.11 mg/199 g), cendres (0.725%), extrait soluble dans 1’eau (52.94%). Dans tout le
bassin méditerranéen, les fruits du myrte, frais ou séchés, servent de condiment, en particulier
avec la volaille et le gibier. A Chypre et en Turquie, ils sont communément vendus sur les
marchés (Couplan, 2009). Le fruit avant la découverte du poivre, servait a assaisonner
certains aliments. Les romains I’employaient pour aromatiser I’huile d’olive. Les grecs
modernes mangent encore ces baies lorsqu’elles sont mires. Les oiseaux en sont tres avides

(Couverchel, 1839)
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2. Le romarin

2.1 Description botanique
le romarin (Rosmarinus officinalis L.) est un sous arbrisseau toujours vert touffu et
ligneux, atteignant 2m de haut en culture, dont 1’écorce s’écaille sur les branches les plus
agées portant des tiges ligneuses feuillées. La floraison commence dés le mois de Février,
parfois en Auvril-Mai. Certaines variétés peuvent fleurir une deuxieme fois en début

d’automne. Les fleurs sont le plus souvent de couleur bleu pale maculées intérieurement de

violet, se présentent en grappes assez semblables a des épis (Lacoste, 2006).

Figure 3 : partie utilisée aérienne Figure 4: Rosmarinus officinalis
de Rosmarinus officinalis L.Djebel
(Aouadhi, 2010) Antar, Béchar

(Makhloufi, 2009)
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2.2 Descriptions systématique

Embranchement: Spermaphytes
Classe: Dicotylédones

Ordre: Lamiales (labiales)
Famille : Lamiaceae

Genre : Romarinus

Espece: Romarinusofficinalis L.

(Quezel et Santa, 1963).

2.3 Répartition géographique

2.3.1 Dans le monde

Le romarin spontané qui pousse sur le bassin méditerranéen, et le sud-ouest de 1’asie, est
souvent cultivé dans les jardins comme cléture, trés exigeant en lumiéres et en chaleur, et
résistant a la sécheresse. Le romarin est une plante des coteaux arides, garrigues et lieux

rocheux de la région méditerranéenne (Boullard, 2001)

2.3.2 En Algérie

En Algérie, le Romarin est I'une des sept espéces végétales excédant 50.000 hectares sur le
territoire national (O.P.U. NT. WS. Benston) . Plante indigéne poussant spontanément dans
toute 1’Algérie (Quezel et Santa, 1963). les appellations régionales en Algérie les plus

connues sont dans la région Est "EKIil" , a I'Ouest " Helhal" et au centre du pays "Yazir".
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2.4 le chémotype de ’espéce

Le romarin est constitué essentiellement de :

v' Composés phénoliques : Acides phénols (acide rosmarinique, acide cafeique),
diterpénes phénoliques (acide carnosique,le carnosol, rosmaridiphénols) et flavonoides

(lutéoline,ériocitrine,diosmine).

v Huiles essentielles : Appelées encore huiles volatiles. Elles sont obtenues a partir de
différentes parties de plantes. La composition de 1’huile essentielle peut varier selon la phase
de développement et I’origine de la plante. Les principales huiles essentielles de romarin

sont: le camphre 21%, Camphéne 20%, 3-pinene 7,7%, Limonene 4,7%, 1,8-cinéol 7,8%.
v" Acides organiques : Acide citrique, acide glycolique et acide glycérique.

v Minéraux : Ca: 7791,80 mg/kg ; Mg : 1634,55 mg/kg ; P : 1474,60 mg/kg ; Fe:
330,16 mg/kg; Al : 146,48mg/kg. (Derwich et al., 2011).

2.5 Utilisations traditionnelles et indications :

Le Romarin est souvent cultivé pour son huile essentielle. Dans la médecine
traditionnelle ses parties ariennes sont utilisées par voie orale pour soulager la colique
rénale, les dysménorrhées et comme antispasmodique. Il est considérée utile pour contréler
I'érosion du sol (Heinrich et al.,2006).

L'huile du romain a été largement répandue pendant des siécles, comme un des
ingrédients en produits de beauté, savons, aussi bien pour I'assaisonnement et la
conservation des produits alimentaires (Arnold et al.,1997). Le romarin est utilisé comme
arbuste ornementale et pour les haies bien exposées a la lumiere. En usage traditionnel ses

feuilles sont utilisées en tisanes ainsi que sur les blessures et les plaies (Delaveau , 1982).

Depuis I'Antiquité, le Romarin est utilisé pour stimuler et améliorer la mémoire. Encore a
I'neure actuelle, les étudiants grecs le boivent en tisane ( Schneider ,2002) ou en font brdler
comme encens dans leur chambre en période de révision et d'examens. Le Romarin est
reconnu pour ses propriétés tonique, revigorante, stimulante qui se refletent dans sa saveur

aromatique trés particuliere ainsi que dans son odeur ( Larousse, 2013)
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Des rameaux de Romarin ont été découverts par Prosper Alpin, au XVleme siécle, dans un
tombeau de I'Egypte ancienne ( Fournier, 20010 ). En effet, une branche était déposee dans
les sépultures. Le Romarin était utilisé par les Egyptiens en fumigation comme encens lors
des cérémonies religieuses et pour I'embaumement. Il était également utilisé pour un usage

médical en décoction pour des lavements contre la diarrhée (Schneider ,2002)

Le romarin entre dans la composition de parfums surtout masculins, hespéridés aromatiques
(eaux de Cologne), boisés et fougéres aromatiques, ainsi que dans la formulation des
pommades dermiques (Bousbia, 2011) . Grace a la capacité de stimulation des terminaisons
nerveuses cutanées, le romarin est employé comme tonique dans des bains moussants, et
comme liniment pour muscles fatigués a une dose de 1 a 2%.1l a des propriétés dermo-
purifiantes qui lui permette I’utilisation dans la préparation de déodorants. En lotion et
shampooing, a une dose de 0.5 a 1%, 1’extrait de romarin stimule le cuir chevelu ( Martini,

2011)

2.6 Rendement en huiles essentielles

2.6.1 Les compositions chimiques des huiles essentielles

L'huile essentielle est constituée de plusieurs molécules chimiques de synthese naturelle.
Ces molécules sont différentes selon la nature de la plante et le sol dans lequel la plante va
croitre (Angioni et al., 2004 ; Tucker et Maciarello, 1986), le temps de récolte (Celiktas et
al., 2007), la partie de la plante (Flamini et al., 2002 ; Parry, 1921), la préparation de
I’échantillon (McCormick et al., 2006), ainsi que la méthode d’extraction. Les molécules
sont formées a partir de divers atomes puisés par la plante via le sol et via sa synthese
organique. L'ensemble constitue des réactions chimiques donnant naissance aux molécules

aromatiques, constituant I'nuile essentielle (Boutekedjiret et al., 2004)..

Plusieurs chercheurs se sont intéressés a la caractérisation de I'huile essentielle du
romarin, au Liban (Diab et al., 2002) en Inde (Jaganmohan et al., 1997) et au Japon par
(Masatoshi et Hiroaki, 1997). De plus, Elamrani et al. (2000), ont établi la
chimiotaxonomie de I’huile essentielle du romarin marocain provenant de différents régions,

ainsi que I’influence du stade végétatif et I’espéce sur la composition de l'essence.
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En outre, le romarin récolté dans le Portugal (Serrano et al., 2002), et caractérise par
sa forte teneur en camphre, ce qui est similaire aux huiles d’Argentine et du Brésil (Porte et
al.,, 2000 ; Larran et al., 2001). Benhabiles et Ait Ammar (2001), qui ont exploré les
essences de deux espéces de romarin provenant d’une région de I’Est Algérien, ont noté
deux chémotypes différents : Rosmarinus eriocalyx a type eucalyptol ou 1,8-Cinéole (42,8
%) et Rosmarinus officinalis a type B-Caryophylléne (13,9 %), camphre (12,1 %) et bornéol
(10,1 %).

2.6.2 Activistes biologiques du romarin

2.6.2.1 Activité antibactérienne

Les HE sont connues pour leur activité antibactérienne. Dans ce contexte, de nombreuse

études ont été réalisées sur l'efficacité de I'HE Romarin,

D’apres 1’étude menée sur la composition chimique et les propriétés antibactériennes et
antioxydantes des HE de Rosmarinus officinalis dont les composés majoritaires sont : alpha-
pinéne (14,9%), 1,8 cinéole (7,43%), linalol (14,9%), a montré que I'HE du romarin a une
activité considérable vis a vis de Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Listeria
monocytogenes. Les HE du romarin pourraient étre utilisées comme agents potentiels dans la

conservation des aliments ( Gachkar et al., 2007).

Les effets des extraits aqueux et méthanoliques du romarin, sur la croissance du Streptococcus
sobrinus et sur l'activité extracellulaire de I'enzyme glucosyltransferase ont suggéré que les
extraits du romarin peuvent empécher la lésion de la carie et peuvent aussi éliminer les
plaques dentaires (Tsai et al, 2007). Afin de chercher de nouveaux antibiotiques et des agents
antimicrobiens, une autre étude a été élaborée pour examiner les effets antimicrobiens des
extraits des composés isolés de certaines plantes, sur I'ensemble de 29 bactéries et levures
avec pertinence dermatologiques. L'extrait obtenu par le dioxyde de carbone(CO2)

supercritique du romarin, a présenté un large spectre antimicrobien (Weckesser et al. 2007).
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Dautre part, Les HE de Rosmarinus officinalisont été analysées et testées pour leur activité
antimicrobienne sur 13 souches de bactéries et 6 de champignons. Les composés majoritaires
de I'HE de Romarin testée sont : limonene (21,7%), camphre (21,6%), alphapinéne (13,5%),
linalol (10,8%). ( Bozin et al. 2007)

En Turquie des chercheurs qui ont testé l'activité antimicrobienne de I'HE et des extraits
méthanoliques de Rosmarinus officinalis provenant de trois régions différentes de Turquie, a
quatre intervalles de temps différents de I'année, ont noté que les concentrations en
composants majoritaires varient en fonction de ces parametres. Les HE de Rosmarinus
officinalis testées sur plusieurs bactéries ont montré des activités antibactériennes modérées,
les microorganismes les plus sensibles aux HE des trois localisations étant : E. faecalis et P.
vulgaris. Quelle que soit l'origine, l'activité la plus importante a été observée avec les HE
provenant des échantillons collectés en mars. Les extraits méthanoliques ont montré une
activité antibactérienne faible (notamment sur S. aureus) par rapport aux HE. (Yesil Celiktas
et al. (2007),

2.6.2.2 Activité antifongique

Les aflatoxines entrainent des dommages sur le foie chez I'Homme et chez la plupart des
especes animales expérimentales testées , Des études ont suggeré que les composés
aromatiques des épices peuvent contrbler la production des aflatoxines dans les denrées
alimentaires.

Pour cela la biosynthese de I'aflatoxine a été inhibée totalement par I'huile essentielle du
romarin a une concentration de 450 ppm. Selon les résultats indiqués, le potentiel de cette
huile essentielle en tant que préservatif naturel contre I'Aspergillus parasiticus ( Rasooli et
al.,2008). En utilisant la technique standard de diffusion sur gélose, Sacchetti et al. (2005)
ont évalué l'activité biologique de 11 huiles essentielles y compris celle du romarin, les

résultats ont montré que de ces huiles ont une activité inhibitrice modérée sur les cing levures.
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2.6.2.3 Activité antivirale

L'évaluation de I'activité antivirale de I'extrait commercial du romarin a indiqué qu'il ya une
inhibition de I'infection par le virus de I'immunodéficience humaine (HIV) a la concentration
tres basses. Cependant, le carnasol a montré une activité (anti-HIV) a une concentration

modérée qui n'était pas cytotoxique (Aruoma et al.,1996).

2.6.2.4 Activité antioxydante

Le romarin est utilisé traditionnellement pour conserver les aliments, en raison de ses
propriétés anti-oxydantes, le romarin est largement accepté en tant qu'épices dont l'activité
antioxydante est la plus importante (Wang et al .,2008). Plusieurs auteurs ont étudié
I'utilisation des extraits du romarin comme antioxydant pour conserver les produits a base de
viande (Balentine et al.,2006; Fernandez-Lopez et al.,2005; Sebranek et al.,2005).

Erkan et al. (2008), ont étudié les activités antioxydantes de trois composés purs : l'acide
carnosique, I'acide rosmarinique et le sésamol, ainsi que deux extraits de plantes : extrait de
romarin et HE de Nigelle cultivée (Nigella sativa). L'extrait de romarin a une plus grande
activité antioxydante que I'HE de Nigelle cultivée, ceci peut s'expliquer par un contenu

phénolique plus élevé.

D'autre part, des recherches ont montré que l'efficacité antioxydante in vitro des extraits du
romarin est due a leur capacité a agir comme des agents réducteurs et des piégeurs de
radicaux libres, en tant que désactivateurs de formation de singulet d'O2, et a donner des
formes complexes avec des ions de métaux pro-oxydants. De plus, une utilisation correcte des

extraits de plantes est sdre et peut générer des effets bénéfiques ( Aherne et al , 2007)

Toutefois l'activité antioxydante in vitro de I'HE de R. officinalis L. a été comparée a celle de
trois de ses principaux composants (1,8-cinéole, a-pinéne, B-pinéne). L'analyse de I'HE a
donné lieu a l'identification de 19 composes, ce qui représente 97,97% de I'HE, les principaux
constituants de I'huile sont le 1,8-cinéole (27,23%), l'a-pinene (19,43%), le camphre
(14,26%), le campheéne (11,52%) et le B-pinene (6,71%).

En général, I'HE de R. officinalis a montré une plus grande activité que ses composants pris

isolément. Les activités antioxydantes de tous les échantillons testés étaient principalement
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doses-dépendantes. c'est pourquoi I'intérét de I'HE du romarin comme conservateur pour une
application par I'industrie agroalimentaire grace a sa capacité a neutraliser les radicaux libres
est fortement suggérée (Wang et al 2008).

2.7 Intérét agroalimentaire

2.7.1 Aromate

Le romarin, grace a ses propriétés apéritives et digestives, est aussi utilisé en tant
qu'épice. En effet, son parfum résineux rappelant le pin, sa saveur un peu amere mais tres
aromatique sont trés appréciés. S’il est utilisé en grande quantité, son golt puissant peut

dissimuler celui des autres ingrédients (Faucon ,2012) (Grégoire , 2010) .

Il est typique des cuisines méditerranéennes (souvent accompagné du thym et du laurier
comme dans la ratatouille), il trouve aussi des adeptes aux Etats-Unis, au Mexique, dans les
Balkans et en Angleterre (Anton et Lobstein ,2005)( Faucon ,2012) . Le plat national du
Mexique est le "rosméritas™ confectionné a partir de farine de mais et de crabe parfumé au

romarin (Faucon ,2012)

Le romarin frais et séché ont une saveur semblable, toutefois ce dernier ayant une texture plus
dure, résiste a la cuisson (méme longue).

Afin d'éviter un arriére golt amer, les jeunes feuilles seront ajoutées de préférence une
dizaine de minutes avant la fin de cuisson ; ou en début de cuisson. Elles peuvent étre utilisées
entieres dans un ceuf a épices ou sac de mousseline a retirer avant le service ; finement
ciselées ou broyées au mortier. Les feuilles se détachant facilement dans un plat, il est peu
recommandé d'utiliser une branche entiére (séche ou fraiche). Cependant, une branche peut
étre frottée sur la viande avant de la faire griller ou déposée sur les braises. La branche
effeuillée peut étre utilisée comme brochettes pour faire des grillades (Anton et
Lobstein ,2005); (Grégoire , 2010) .

Les feuilles séches ou fraiches, entiéres ou moulues, parfument les poissons gras (sardine,
maquereau), les courts bouillons de poissons, les viandes (mouton, agneau, porc, gibier,
canard, volaille, veau et lapin) et le foie (de volaille, paté de foie) ; peuvent étre saupoudrées
sur les grillades. Elles relévent les Iégumes (courgette, aubergine, tomate, haricot vert, chou
fleur, brocoli, asperge, rutabaga, épinard, pois, champignon), les féculents (pommes de terre,

pain), les pizzas, les sauces (pour poissons, a base de tomates), les soupes (pomme de terre) et
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les salades (de fromages). Les feuilles de Romarin accompagnent d'autres ardbmes forts (Ail,
vin) ; les omelettes ; les marinades (pour rétis, grillades, poissons) ; le fromage de brebis et les
pates. Elles peuvent également étre ajoutées aux ragodts, saucisses, farces ; pour parfumer les
legumes confits au vinaigre ; pour aromatiser I'huile et le vinaigre (Anton et Lobstein ,2005)
(Gregoire , 2010) ; (Arvy et Gallouin, 2003) .

Le romarin se mélange tres bien a d'autres épices : l'ail, le carvi, I'estragon, le laurier, la
marjolaine, I'oignon, le persil, la sauge et le thym. Il est le constituant de préparations a base
d'épices et de mélange d'épices : beurre aromatisé aux herbes, bouquet garni, épices pour
gibier, épices pour grillades, épices pour pizza, épices pour poissons, épices pour viandes,
fines herbes, herbes a mettre sur le grill, herbes de Provence, mélange café de Paris, poivre de
Paris, sel aux herbes et vinaigre aromatisé aux herbes. Les fleurs de romarin étant tres
parfumées, elles peuvent servir de garniture (cristallisées ou non dans du sucre) ou

accompagner crudités et salades (Anton et Lobstein ,2005) .

D'apres le Reglement Ardmes Européen, I'HE de romarin est permise bien que restreinte dans
plusieurs aliments en raison de principes actifs biologiques potentiellement dangereux
(méthylchavicol et méthyl eugénol). L'HE a 1,8-cinéole est utilisé dans les sauces, viandes et

potages ; comme ardbme (Fernandez, et al 2012) .

2.7.2 Conservateur

Les feuilles et extraits de romarin (y compris ceux dépourvus d'HE) ainsi que l'acide
rosmarinique, l'acide carnosolique, le rosmanol et le carnosol sont utilisés dans l'industrie
agroalimentaire. En effet, ils servent d'antioxydant et de conservateur dans les charcuteries,
les viandes, les produits alimentaires riches en graisses (Anton et Lobstein , 2005) (Wichtl et
al ,2003); (Arvy et Gallouin, 2003) .

L'extrait de romarin (E)392 est un antioxydant inscrit au codex alimentarius, il est autorisé
depuis 2010 dans I'Union Européenne dans des huiles de poisson, des matieres grasses et
huiles attribuées a la friture (hormis I'huile d'olive), des graisses de volaille, beeuf, porc et
mouton, des HV (excepté les huiles d'olive et les huiles vierges), du saindoux, certaines
matiéres grasses, des produits de boulangerie fine, des sauces, etc... Le réglement d'exécution
No 344/2011 autorise I'extrait de Romarin dans I'alimentation biologique ; il peut étre produit

de maniere biologique (Anonyme 1)
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Les extraits végétaux de romarin présentent un pouvoir antioxydant important et peuvent étre
appliqués a la conservation des aliments et des huiles lipidiques, ces propriétés sont dues aux

acides polyphénoliques (rosmarinique, caféique) (Zoubeidi, 2004)

La présence des acides polyphénoliques (rosmarinique, caféique) donne aux extraits végétaux
de romarin un pouvoir antioxydant important, ceci rend le romarin un conservateur des
aliments et des huiles lipidiques (Albert,et al ,1996 );( F. Piozzi , 1996 ).

Plusieurs chercheurs ont confirmé que le romarin est une bonne source naturelle de composés
antioxydants, il est largement utilisé dans 1’industrie alimentaire pour prévenir une éventuelle
dégradation oxydative et microbienne des aliments (Ponce et al., 2008 ; Georgantelis et al.,
2007 ; Zivanovic et al., 2005 Shylaja et Peter, 2004 ; Dorman et al., 2003 ; Sotelo-Felix et
al., 2002 ; Takenaka et al., 1997 ; Richheimer et al., 1996 ; Haraguchi et al., 1995 ;
Aruoma et al., 1992, 1996 ; Houlihan et al., 1985 ; Inatani et al., 1983).

Il a été reporté que le romarin contient et I’huile essentielle, et des diterpénes phénoliques tels
que D’acide carnosique, le carnosol, le rosmanol, Il'epirosmanol, I'isorosmanol, le
méthylcarnosate et I'acide rosmarinique, qui peuvent étre quatre fois plus efficaces que
I’action antioxydante de 1’hydroxyanisole butylé (BHA) et égaux a [D’action de
I'nydroxytoluene butylé (BHT) (Zheng et Wang, 2001 ; Cuvelier et al., 1996 ; Houlihan et
al., 1985 ; Nakatani et Inatani, 1984).

En outre, le BHA et le BHT ont été suspectés d’étre cancérigenes et responsables des 1ésions
hépatiques (Wang et al., 2000). De ce fait, il y a eu une tendance de sensibilisation des
consommateurs et des organismes de santé pour limité et éviter 1’utilisation des additifs de
synthese dans les produits alimentaires. Ces faits montrent la nécessité pour la recherche de
mettre au point l'utilisation d'additifs naturels afin d'étendre la durée de conservation et/ou
d'améliorer la sécurité alimentaire.

En ce qui concerne la prévention de 1’oxydation des lipides et la croissance microbienne, une
telle solution pourrait étre I’utilisation d’antioxydants naturels, puisque beaucoup d’entre eux

présentent aussi une activité antimicrobienne

Le romarin est utilisé dans I'industrie alimentaire comme alternative aux additifs chimiques
pour la préparation de la volaille, de I'agneau, du veau, des fruits de mer, des saucisses et

salades ainsi que des soupes et chapelures. Le romarin est également utilisé comme épice dans
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les croustilles, les chips et des frites francaises (Moino et al., 2008 ; Georgantelis et al., 2007
; Janz et al., 2007 ; O’Grady et al., 2006 ; Sebranek et al., 2005 ; Djenane et al., 2002 ;
Sanchez-Escalanteetal.,2001).
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Chapitre 11 : Produits laitiers fermentés

1 Définition

Les laits fermentés sont préparés depuis une époque trés lointaine en Asie centrale, dans les
pays méditerranéens et dans la plupart des régions d’élevage ou ils constituent un mode de
protection et de conservation du lait grace a 1’abaissement du pH en méme temps ce sont des

produits laitiers appréciés pour leurs saveurs (FAO, 1995).

Ils sont obtenus par la multiplication de bactéries lactiques dans une préparation de lait.
L’acide lactique produit a partir de lactose contenu dans le lait permet la coagulation du lait et
confére une saveur acide aux produits. Les caractéristiques propres des différents laits
fermentés sont dues a la variation particuliére de certains facteurs, tels que la composition du

lait, la température d’incubation ou les ferments utilisés (Luquet et Corrieu, 2005).

Au cours de la fermentation la composition du lait subit un certain nombre de modification,
qui en font un produit de meilleure valeur nutritionnelle que le lait ; a titre d’exemple,
I’amélioration de I’absorption du lactose par I’action des bactéries lactiques, et qui permettent

une meilleure assimilation du lactose chez les personnes déficientes en lactose.

Les lactobacilles modifieraient les enzymes bactériennes a 1’origine des carcinogénes dans le
tube digestif ; inhibant ainsi la formation de ces substances précancéreuses (Michel et al,
2000).

2 Les types de lait fermenté

Il existe un grand nombre de laits fermentés qui different par leur matiére premiére, leur flore
microbienne, leur technologie, leur texture, leur goQt et leur durée de conservation. Certains
sont voisins, mais présentés sous des noms variés. Beaucoup d’entre eux contiennent [’une ou

les deux bactéries spécifiques du yaourt associées a d’autres micro-organismes :
2.1 Le yaourt

Le yaourt est un produit laitier coagulé, obtenu par la fermentation lactique grace au
développement des seules bactéries lactique thermophiles spécifiques dites Lactobacillus
delbrueckii subsp bulgaricus et Streptococcus thermophillus ensemences simultanément. Ces
deux micro-organismes doivent se retrouver vivants et abondants dans le produit final, qui au

moment de la vente au consommateur, ne doit pas contenir moins de 0,7g d’acide lactique

pour 100g de lait (J.O.R.A, 1993).
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2.2 Le lait-caillé ou raib

C’est un lait entier ou écrémé, pasteurisé, fermenté, obtenu par la fermentation naturelle apres
ensemencement par des levains lactiques. La coagulation est obtenue par D’activité des
ferments lactiques, avec ou sans addition de substances coagulantes (présure, pepsine)

pendant une durée de 20 heures a 24 heures a 37°C (Guerzani, 2003).
2.3 Le kéfir

C’est un lait fermenté alcoolis¢, avec un gotut fortement acide et de 1égers aromes de levures
et d’alcool. Il est le fruit d’une fermentation lactique par lactobacilles, streptocoques et d’une
levure qui transforme le lactose en alcool. On le retrouve en Asie du sud-ouest, en Europe de
I’est (Vignola, 2002).

2.4 Le koumis

C’est aussi un lait fermenté alcoolisé auquel on ajoute 2,5% de sucre et est souvent consommé
sous forme de boisson. On utilise généralement comme ferment un mélange symbiotique de
Lactobacillus delbruekii ssp bulgaricus et de levures du genre Saccharomyces (Vignola,
2002).

2.5 Lait fermenté acidifié « I’ben »

2.5.1 Généralité

Le lait acidifié, appelé selon les différents zones géographiques : Laban ; L’ben ; Ayran,
est un produit de grande consommation au long de saison chaude. La plupart des laits
fermentés « 1’ben » et avant d'étre introduits en bactériothérapie moderne, ont été connus et
utilisés comme des aliments depuis longtemps. L'origine de ce produit remonte a des temps
immémoriaux, probablement a I'époque ou I'nomme a commencé a domestiquer les especes
laitieres et a utiliser leurs laits, sa fermentation lactique lui donne son aréme naturel et sa

saveur inimitable (Ouadghiri, 2009).

Le I’ben est préparé a partir de lait cru provenant de toutes les espeéces animales,
principalement des brebis, des chévres et des vaches ou a partir du lait en poudre (lait écrémé
ou lait en poudre partiellement écrémé). C'est un produit liquide de saveur piguante et
agréable qui contient un peu d'alcool et d'acide lactique dus a la transformation des éléments
de base. La méthode de fabrication differe selon les lieux, mais la base reste la méme
(Boudier, 1990).
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2.5.2 Définition du I’ben industriel

Ce produit est fabriqué industriellement depuis 1970, il est obtenu a partir du lait cru ou
reconstitué. Dans les pays ou la production laitiére est faible, on utilise fréquemment du lait
reconstitué. Ce produit contient plus de matiére grasse, de protéines et d’extrait sec total que

le I’ben traditionnel, mais il est moins acide (Anonyme 2, 1993).

2.5.3 Le procéde de fabrication du I’ben

Les étapes de la fabrication de lait fermenté sont représentées sur la figure 5 et sont
citees ci-dessous :
1. La réception du lait cru
Lors de I’arrivée des citernes du lait cru a l'unité laiticre et avant la réception, un
échantillon est prélevé pour estimer sa qualité physico-chimique. Le lait cru peut étre utilisé
directement pour fabriquer le I’ben a base 100% lait cru ou recombiné avec le lait en poudre
(entier et écrémé) pour fabriquer le I’ben reconstitué, le choix de ces deux variétés de 1’ben
dépend de la quantité disponible en lait cru (Jora, 1993).
2. La préparation du lait
Cette opération comprend les étapes suivantes:
a) La reconstitution
les opérations de reconstitution ou de recombinaison sont a distinguer selon qu’il s’agit
d’addition d’eau a une seule ou plusieurs matieres premicres déshydratées, poudre de lait
entier avec poudre de lait écrémé et pour obtenir un lait de matiére grasse désirée. La
température recommandée est de 35/45°C. A cette température, la poudre possede une

meilleure mouillabilité et dissolvabilité (Avezard et Lablee, 1990).

b) Le préchauffage
Le lait est préchauffé a une température (63-65°C/15S) inférieure a la température de

pasteurisation, pour inhiber provisoirement la croissance des bactéries (Gosta, 1995).

c) Le dégazage

Cette opération a pour but de permettre une meilleure homogénéisation et d'éliminer une
partie des odeurs caractéristiques des laits reconstitués. Le dégazage se fait genéralement a
75°C avec une chute de température de I’ordre de 8 a 10°C (Avezard et Lablee, 1990).
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d) La standardisation

La standardisation peut se faire en cuve ou en continu. Il s’agit de mélanger du lait
écrémé, du lait entier ou encore de la créeme dans les proportions calculées pour en arriver au
pourcentage de matiére grasse desiré dans le melange (Vignola, 2002).

e) L’homogénéisation

Elle présente I’avantage de stabiliser I’émulsion de la matiere grasse uniformément
dispersée dans tout le liquide, en plus, elle donne au lait une saveur caractéristique et une
texture plus douce et plus onctueuse pour la méme teneur en matiere grasse dans le lait, en
plus réduire sa sensibilitt a 1’oxydation de la matiére grasse (Vignola, 2002).
L’homogénéisation se fait entre 60° et 70°C et a une pression de 100-250 bars (Gosta, 1995).

f) La pasteurisation

Elle se fait dans un échangeur a plaque a une température 90°C/30S (Cheftel et cheftel ,
1976).

g) Le refroidissement

Le lait ainsi pasteurisé est ramené a la température d’ensemencement des bactéries

lactiques mésophiles, entre 22-26°C.

i. Le développement de la fermentation
Appelée généralement phase d’acidification, elle comporte trois étapes :
a) L’ensemencement
C’est I'inoculation des souches caractéristiques du produit, il doit se faire a un taux
suffisamment élevé, pour obtenir une acidification désirée (Boudier, 1990).
L’ensemencement se fait par des bactéries lactiques homofermentaires (Lactobacilles,
Streptococcus lactis et Streptococcus cremoris), les bactéries lactiques permettent la
transformation de plus de 90% du lactose en acide lactique, alors que dans le cas des bactéries
lactiques hétérofermentaires (Leuconostoc) environ 50% du lactose est converti en acide
lactique, le reste donne des produits divers comme le dioxyde de carbone et I’éthanol
(Goursaud, 1985).
b) L’incubation
La phase d’incubation correspond au développement de 1’acidité dans le produit, elle
dépend de deux facteurs, la température et la durée. On choisira une temperature proche de la

température de développement des micro-organismes d’ensemencement (Boudier, 1990).
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Tableau 01: Les normes utilisées dans la fabrication du I’ben (Stoutz, 1986).

Temps (h) Température (°C) Quantité de levains (%g/100ml)
18 20-23 3
12 23-25 2
6-8 32 2
3-4 42-44 2

c) Le refroidissement ou I’arrét de la fermentation
Lorsque I’acidité atteint un certain seuil (75-85°D), la fermentation est arrétée par la
diminution de la température jusqu’a 5°C (Boudier, 1990).

ii. Le conditionnement et stockage
Le lait refroidi passe a la conditionneuse ou se fait le remplissage des bouteilles en
plastique a un volume d’un litre et qui seront ensuite transférées dans une chambre froide a

6°C. La figure suivante montre les différentes étapes de la technologie du 1’ben.
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Figure 5 : Les différentes étapes de la fabrication du I’ben industriel (Avezard et Lablee,
1990).
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Chapitre 111 : Activité Antioxydant

1. Définition d’un radical libre

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules portant un électron non apparié
(électrons célibataires). Cette propriété rend ces eléments tres réactifs du fait de la tendance de
cet électron a se ré-apparier, déstabilisant ainsi d’autres molécules. Les molécules ainsi
transformées deviennent a leur tour d’autres radicaux libres et initient ainsi une réaction en

chaine. C’est typiquement ce qui se passe lors de la peroxydation lipidique (Dacosta et
Baenziger, 2003).

Parmi toutes les especes radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il
convient de distinguer un ensemble restreint de composes radicalaires qui jouent un role
particulier en physiologie et que nous appellerons radicaux libres primaires, qui dérivent
directement de 1’oxygéne. Les autres radicaux libres, dits radicaux secondaires (radical
peroxyle ROOe, radical alkoxyle RO¢), se forment par réaction de ces radicaux primaires sur

les composeés biochimiques de la cellule (Novelli, 1997).

L’ensemble des radicaux libres primaires est souvent appelé ‘especes réactives de 1’oxygene’
(ROS).Cette appellation n’est pas restrictive. Elle inclut les radicaux libres de 1’oxygéne
proprement dit : radical superoxyde 02 , radical hydroxyde OH, monoxyde d’azote NO ,mais
aussi certains dérivés oxygénés réactifs non radicalaires dont la toxicité est importante :

’oxygene singulet 102, peroxyde d’hydrogene H,O; , peroxynitrite NOO ( Favier,2003).

2. Les antioxydants

Les antioxydants sont des substances capable de neutraliser ou de réduire les dommages
causés par les radicaux libres dans 1’organisme et permettent de maintenir au niveau de la
cellule des concentrations non cytotoxiques de ROS. Notre organisme réagit donc de facons
constante a cette production permanente des radicaux libres et on distgne au niveau des
cellules deux ligne de défonce inégalement puissantes pour détoxifier la cellule ( Favier,
2003)
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2.1. Les antioxydants primaires

La cellule est pourvu d’enzymes antioxydantes qui sont des systemes de défonce trés

efficace, cette ligne de défonce est constituée :

Superoxyde dismutase (SOD) : elle accélére la dismutation de I’anion superoxyde en

peroxyde d’hydrogene

La catalase : présente en particulier dans les hématies et les peroxysomes hépatiques.

- Elle agit en synergie avec le SOD puisque son réle est accéléré la dismutation du
peroxyde d’hydrogene en eau et en oxygene moléculaire .

- Glutathion peroxydase et réductase : elles sont localisées dans le cytosol et la

mitochondrie. La glutathion peroxydase joue un role trés important dans la détoxification

du peroxyde d’hydrogéne et autre hydro peroxyde résultant de 1’oxydation du cholestérol

et des acides gras . La glutathion peroxydase quant a elle, a pour role de régénérer le GSH

(glutathion réduit) a partir GSSG ( glutathion oxyde ) tous on utilisant le NADPH comme

cofacteur ( Meziti, 2009) ,

2.2. Les antioxydants secondaires

Ce sont des molécules exogenes. Contrairement aux enzymes antioxydants, une molécule
d’antioxydant piége un seul radical libre. Pour voir fonctionner un nouveau, cette molécule

d’antioxydant doit donc étre régénérer par d’autres systémes (Dacosta, 2003).

Plusieurs substances pouvant agir autant d’antioxydant in vivo ont été proposées. Elles
incluent : La vitamine E, I’acide ascorbique, le B-carotéene, les flavoides, les composés
phénolique...etc. (Kohen et Nyska, 2002).

Mécanisme d’actions des antioxydants

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de I’oxygene
singulier, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la réduction de

radicaux ou de peroxydes, la chélation des métaux de transition (Favier, 2006).
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3. Les polyphénols comme antioxydant

L’activité antioxydant des polyphénols est principalement due a leur redox qui peut jouer un
role important dans I’absorption et la neutralisation des radicaux libres, par attraction

d’oxygenes, ou la décomposition des peroxydes (Karou et al, 2005)

Le fort caractére réducteur de composés phénoliques et a la base de la capacité a piéger les

especes réactives d’oxygene et de leur capacité a s’oxyder (Dangles, 2006)

L’auto oxydation des polyphénols, génératrice des ERO est une source potentielle de toxicité

(Dangles, 2006)
4. Balance oxydants / antioxydants et stress oxydants

Les ROS ont des réles physiologiques tres importants en agissant a faible concentration sur la
régulation des réponses biologiques, la transduction du signal et autres voix de signalisation
(Favier, 2003)

Dans I’ensemble de nos tissus sains, les décences antioxydantes sont capables de faire face et
détruire les radicaux produits en exces. On dit que la balance oxydant/antioxydant est en
équilibre.

Mais dans certaines situations, en raison d’une surproduction radicalaire (tabac, alcool,
pollution, etc.) ou d’une diminution des capacites antioxydantes (insuffisance d’apport des
micronutriments antioxydants, inactivation enzymatique), un déséquilibre entre la production
des radicaux libres et le systéme de défense est a I’origine d’un état redox altéré de la cellule

appelée stress oxydative (Sohal et al, 2002)

Lors d’un stress oxydant, les ERO non-détoxiqué par le systéme antioxydant attaquent et
endommagent par oxydation des macromolécules directement a leurs contactes, contenues

dans les cellules, notamment les lipides, les protéines, et ’ADN.
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5. Méthode de I’évaluation de I’activité antioxydante

5.1.Méthode de DPPH

Le 2,2-diphényl-2-picryl-hydrazil (DPPH) est un radical stable, il présente en solution une
absorption caracteristique a 517mn qui lui confirme la couleur violete qui devient jaune quand
il est réduit par un donneur de protons H*. On peut résumer cette réaction par

1’équation suivante :
DPPH + (AH) = DPPH-H + (A)

Ou (AH) représente un composé capable de céder un hydrogéne ou radical DPPH (violet)
pour le transformer en molécules DPPH-H (Brand Williams et al., 1995). L’activité anti-
radicale est mesurée par la dégradation de DPPH qui est un radical synthétique présentant une
intense coloration violete. La couche électronique de ce radical est saturée en contact d’anti-

oxydant. Ce qui explique la disparation de sa couleur (Menichini et al., 2011).

5.2.La méthode ABTS

Cette méthode est basée sur la capacité des composé phénolique a piéger le radicalisation
ABTS + sel d’ammonium 2,2-asynobise-3-éthyle-benzo-thiazoline-6-sulfonique). Le radical
ABTS+ est fermé par arrachement d’un électron a un atome d’azote de I’ABTS. En Présence
de TROLOX (d’antioxydant donneur en HO) le radical d’azote concentré picge NHO
conduisant a certain ABTS ce qui entraine la décoloration de la solution bleue (Djeridan et
al., 2006).

Il existe plus méthodes pour mesurer l'activité antioxydante, comme :

e Laméthode FRAP( capacité réductrise férrique d’antioxydant) ( Amarowiez et al.,
2004)

e Laméthode de DMPD (Balayage de radical cation N,N-demethyl-phenylenediamine) (
Lietal.,1994)

e Les méthodes ORAC et TOSC (capacite du piégeage du radical total) (Wayneret et
al. , 1985)

e La méthode d’hémolyse( Charfi, 1995).
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Chapitre IV : Matériel et méthodes

l. Matériel et Méthodes

Le petit-lait ou L’ben est un produit laitier pasteurisé ou non, acidulé par les altérations
physico-chimiques, bactériologiques et sensorielles. Mais une variation de la température et
de la durée de stockage du produit, sont des facteurs susceptibles d’engendrer des
modifications des propriétés organoleptiques et physico-chimiques de ce produit (Luquet,
1994). C’est pourquoi, il est primordial d’assurer sa conservation dans les meilleures

conditions possibles.

Dans cette étude, on a opté pour 1’incorporation du I’ben a base des huiles essentielles
de deux plantes médicinales le myrte (Myrtus Communis L.) et le romarin (Rosmarinus
officinalis L. ). Le choix a porté sur ces deux especes parce que ces plantes sont trés
utilisées en médecine traditionnelle par les populations locales grace a leurs propriétés
thérapeutiques notamment dans le cas des troubles gastro-intestinaux et comme

antioxydants, conservateurs et ardbmes.

1. Description de ’unité

Notre travail expérimental a été effectué au sein du laboratoire de contrdle de qualité au
niveau de la laiterie  NUMIDIA, dans le but est la caractérisation physicochimique et
bactériologique du produit obtenu. La laiterie Numidia appartient au groupe industriel pour
la production du lait (G.I.P. Lait), cette unité a commencé sa production en Mars 1980, sous
une ancienne appellation ONALAIT ; filialisation en 1997, elle est située a la zone
industrielle CHAAB ERS-SAS wilaya de Constantine.
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2. Matériel végétal

Notre étude est portée sur une espéce végetale de la famille des lamiacées (labiées) qui est
Rosmarinus officinalis

Les huiles essentielles des feuilles des deux especes Rosmarinus officinalis L. et Myrtus
Communis L. ont été obtenues par hydordistillation dans un appareil de type Clevenger, au
Laboratoire de Phytochimie, a la Faculté S.N.V, a I’Université Chadli BENDJEDID, d’El
Tarf.

La partie aérienne de Rosmarinus officinalis a été récolté au mois de février 2019. La récolte
du romarin est réalisée dans la région de Bir Aater , de la wilaya du Tébessa . Cette récolte est
faite manuellement. La partie aérienne de Myrtus communis a été récolté au mois de février

2019, provenant de la région de Bougous , de la wilaya d'El-Tarf .

Apres la récolte, la partie aérienne de la plante a été lavée puis séchée a ’ombre dans un
endroit sec et aéré pendant 7 jours. La partie aérienne a été d’abord coupée en petits morceaux

dans le but d’accélérer leur séchage.
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Figure 6 : Carte géographique de Figure 7 : une carte de la région de
wilaya de Tébessa (Anonyme 3) Bougous , de la wilaya d'El-Tarf
(Anonyme 4)
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Protocole :
L HE est extraite par hydrodistillation en utilisant un appareil de type Clevenger.
L’extraction a duré 2h30 en plagant 100g de la partie aérienne de la plante seche dans un
ballon avec de I’eau distill¢, puis chauffée, les vapeurs sont condensées dans un réfrigérant et
les huiles se séparent de ’eau par différence de densité. L’huile essentielle est stockée a 4C

jusqu’aux tests antimicrobiens.

Photo 1 : hydrodistillateur de type Clevenger

2.1. Méthodes d’évaluation de P’activité antioxydante :

Les méthodes utilisées pour évaluer 1’activité antioxydante des huiles essentielles sont
relativement peu nombreuses et font intervenir en général la coloration ou la décoloration
d’un réactif spécifique en présence d’agent antioxydant (huile essentielle). Selon la
bibliographie. La méthode la plus utilisée est celle de la réduction du 2.2-diphényl-I-picryl-
hydrazyl (DPPH) qui est radical organique stable, coloré et centré sur 1’azote.

Le maximum de son absorption se situe vers 515nm dans le méthanol et I’éthanol (Portes.
2008). Les antioxydants donneurs d’atomes H (RH) sont capables de réduire DPPH. Ce qui
conduit au 1,1-dyhpenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH-H) et au radical R*. Le DPPH a une
couleur violette ou rouge pourpre mais cette couleur disparait lorsqu’il est réduit par un

capteur de radicaux.
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2.2. Parametres de calcul de ’activité antioxydante :
Pourcentage d’inhibition
L’inhibition du radical libre de DPPH en pourcentage 1(%) est calculée la manicre suivante :
1(%) = A blanc — A échantillon / A blanc
Avec
A blanc : Absorbance du blanc (contenant tous les réactifs excepté le composé d’essai)
A échantillon : Absorbance du composé d’essai.
Parametre 1C50 :

Ce parametre est défini comme la concentration d’antioxydant requise pour diminuer la

concentration du radical initiale de 50%.

2.3. Evaluation, in vitro, de I’activité antioxydante

2.3.1.Réduction du radical ABTS
Mode opératoire

A partir de ’ABTS et du persulfate de potassium K,S,05 : les deux produits en solution

aqueuse sont mélangés et mis a I’abri de la lumicére pendant 12- 16H ; 1’absorbance de la

solution ainsi obtenue est ajustée par (Ethanol ou H,0 ) a 0.700 £ 0,020 a 734 nm avant

I’usage.

(ABTS+) = 19,2mg (7mM) ABTS + 5ml H,O0 + 3,3mg (2,45mM) (K,5,0;) + 5ml H,O0 +

attendre 16 heures a 1’abri de la lumiére.

M(ABTS) = 548,68g/mol

M(K,5,0.) = 270,32g/mol

La mesure de 1’absorbance de I’ABTS avec le spectrophotomeétre comme suit :
1ml (ABTS) + 50ul H,0 ------ 1,41nm
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1ml (ABTS) + 75ul H,0 ------ 0,98nm

1ml (ABTS) + 85ul H,0 ------ 0,87nm

1ml (ABTS) + 90ul H,0 ------ 0,83nm

1ml (ABTS) + 100ul H,Q ------ 0,73nm

A=0,70-0,75 nm de ’ABTS+

Procédure:

160 pl (ABTS+) + 40 pl (extrait) + attendre 10mn + lecture a 734nm

L’activité ABTS+ a été exprimée en pourcentage et calculée par 1’équation suivante :

ABTS+ scavenging effect (%) = (A control — A sample / A Control) * 100

2.3.2.Méthode de réduction du radical libre DPPH
Mode opératoire

Dissoudre 6mg de DPPH dans un volume de 100ml de méthanol, le radical DPPH est dissous
dans le méthanol et gardé a -20°C a I’abri de la lumiére. L’absorbance est 0.5nm (517nm)
dans le spectrophotométre, donc 160ul (DPPH) + 40ul (extrait) + lecture 517

3. Fabrication de I’ben aromatisé :

3.1. protocole expérimentale :

Le procédé de fabrication de I’ben aromatisé est illustré dans la figure 8. Tout le

matériel a été stérilisé pendant notre manipulation.
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Lait reconstitué partiellement écrémé

A 4

AU niveau de

Pasteurisation 90°c /30 s

L’atelier laiterie

Refroidissement 22°c —26°c

Ensemencement des levains

Prélevement de notre échantillons dans
des bouteilles en verre de 1L

Au niveau du J'

Laboratoire >

L’ajout des huiles essentielles des

plantes avec différentes
concentrations

l

Incubation dans I'étuve Memmert a 28°c/
16h

Refroidisse%nent abs°c

l

Conditionnement dans des flacons

A 4
Stockage a 4-6 °C

| l

-Analyses
physicochimiques

-Analyses sensorielles

-analyses bactériologiques

Figure 8: Diagramme de méthodologie d’essai de fabrication du 1’ben aromatisé
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3.2. Plan expérimental :

Notre I’ben a été fabriqué au sein de la laiterie Numidia (GIPLAIT Constantine) dont le

mode opératoire est constitué des étapes suivantes

- Préparation du lait: Le lait qui a subit toute les opérations nécessaire dés son entrée
jusqu'a I’étape de pasteurisation avec 90°c/ 30s, est stocké dans les tanks avec refroidissement
de 22°- 26°c ,c’est le moment de I’ensemencements des ferments lactique mésophile .
-Ensemencement : Les ferments sont préparés dans un Erlenmeyer de 100ml a une dose
adéquate puis mélangés avec 1L de lait. Une fois I’ensemencement et l’agitation sont
terminés, on fait I'incorporation des huiles essentielles.

-échantillonnages : Nos échantillons sont préleves dans 4 bouteilles de 1L en verre stérile
qui sont envoyés directement au laboratoire de contrdle de qualité.

- Incorporation : Dans une salle aseptique et en présence de bec benzéne, ’ajout des
différentes concentrations d'huile se fait a 1’aide d’une micropipette graduée, on a additionné a
chaque litre a des concentrations donnée dans 3 bouteilles on laissant la 4éme comme témoin
(Figure 9).

-Concentration de Myrtus communis : -Concentration de Romarinus officinalis :
T1(-) : Témoin E1(-) : Témoin

T2: 50pl/I E2:20 pl/l

T3: 100 pin E3:50 ul /I

T4 : 150 pl/l E4 : 100 pl/
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Photos 2 : A/ incorporation huiles dans I’'ben B/ 1’ben élaboré dans les bouteilles

- Incubation : ces bouteilles sont incubées dans une étuve Memmert a 28°c pendant 16

heures ,a la fin d’incubation on obtient le lait fermenté (I’ben ) qui va refroidir a 5°C.

- Préléevement et stockage : Des prélevements a partir des échantillons élaborés sont
effectués dans le premier jour aprés la fabrication. L’ben a été divisé en flacons, 4 flacons
pour chaque concentration (figure 9). L’ben élaborés sont stockés, ces produits sont destinés
a étre conserver a 4-6°c jusqu'au jour de leur analyse. L’opération est répétée deux fois a des

dates différentes ( pour les 2 espéces).

-Suivi des analyses : Les jours de I’analyse physico-chimiques et bactériologiques sont

représentés sur I’axe suivant

»
|

J J+6 j+12 j+15

Jour de production
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Figure 9 : incorporations des huiles essentielles dans le lait

Photos 3 : incubations dans I'étuve Memmert régler a 28°c
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Photos 4: 1’ben conditionné dans des flacons stériles

4. Analyse physico-chimique :
L’acidité titrable/libre :

a) Leprincipe:

La mesure de I’acidité titrable, est exprimée en °D, est la quantité d’acide lactique
contenue dans un litre de I’ben. Son principe se base sur le titrage de I’acidité par une
solution alcaline d’hydroxyde de sodium (NaOH) 1/9 N, en présence d’un indicateur

coloré de pH, la phénolphtaléine (1%).

CH3-CHOH-COOH + NaOH CH3 ===  CHOH-COONa + H20.

b) Le mode opératoire :

Dans un Erlenmeyer, on verse, a 1’aide d’une pipette 10 ml de I’ben et quelques gouttes
de I’indicateur coloré phénolphtaléine a 1%. Avec une burette, un volume nécessaire de
solution alcaline est versé goutte a goutte au I’ben avec une agitation, jusqu’a 1’obtention
d’un virage rose clair qui correspond au pH de 8,3. On arréte le titrage et on préléve le
volume de chute de burette
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Photo 5 : Le virage de la coloration au rose correspondant a la zone d’équivalence

c) L'expression des résultats :

L’acidité en degré Dornic (°D) est exprimée comme suit : _

V : volume de la chute de burette en ml.

5. Analyses bactériologique du I’ben aromatisé :

e Recherche des germes de contaminations :
Selon le journal officiel de la république Algerienne N°39 , du 8 chaoual 1438 ; 2
JUILLET 2017, les germes recherchés et dénombrés dans le laits fermentés (L’ben ,
Raib, etc) sont les coliformes totaux ; les coliformes fécaux ; Staphylococcus aureus ;

les Salmonelles ; Listeria monocytogeneses. Les normes sont répertoriées dans le
tableau 02.
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Tableau 02 : les normes microbiologiques du I’ben selon journal officiel (2017)

L’ben n C M M
Coliformes totaux 5 2 3.10" [3.10°
Coliformes thermotolérants 5 2 30 3.10°
Staphylocoque a coagulase + 5 2 3. 10° 3.10°
Salmonella 5 0 Absence dans 259
Listeria monocytogenes 5 0 100

m: seuil au dessous duquel le produit est considéré comme étant de qualité satisfaisante, donc

tous les résultats égaux ou inférieurs a ce critére sont considérés comme satisfaisants.

M : seuil limite d’acceptabilité au-dela duquel les résultats ne sont pas considérés come

satisfaisants, sans pour autant due le produit est considéré comme toxique.

M=10m lors du dénombrement effectué en milieu solide

M= 30m lors du dénombrement effectué en milieu liquide

N : nombre d’unité composant 1’échantillon

¢ : nombre d’unité de I’échantillon donnant des valeurs situées entre « M » et « m »

Tableau 03 : Tableau récapitulatif de 1’analyse microbiologique

Les germes Milieu de culture, température, temps | Quantité de solution
d’incubation ensemence
Coliforme totaux Gélose DCLA :30°c/24h iml
Coliforme thermotolérants | Gelose DCLA : 44°c / 24h iml
Staphylocoque Giolitti cantoni : 37°c/ 24h iml
Salmonelle Bouillon SFB s/c : 37°c/ 24h iml

67




Chapitre IV : Matériel et méthodes

Photos 6 : analyses bactériologique du 1’ben aromatisé

6. Analyse sensorielle du I’ben aromatisé :

Ce test a été retenu pour évaluer d'une fagcon générale le degré d'appréciation des échantillons
de L’ben réalisant des profils sensoriels pour chaque produit. Il consiste a demander aux
dégustateurs d'évaluer des échantillons codés de plusieurs produits en indiquant leur degré
d'appréciation sur une échelle a 10 niveaux. Afin de réaliser des profils sensoriels, le panel de

dégustateur est constitué d’experts de I’unité Numidia (GIPLAIT ).

Les deux I’ben élaborés ont été présentés dans des gobelets identiques codés, il est demandé
aux 8 dégustateurs de remplir des bulletins (voir annexe II) en se basant sur I’analyse de la
texture, de I’odeur, de la saveur et de la persistance des produits.

Les produits a déguster sont : 1’ben aromatisé avec des concentrations différentes d'HE et un

autre 1’ben non aromatisé utilisé comme témoin.

Photo 7 : analyses sensorielle du I’ben aromatisé
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Résultats et discussions

I. Résultat d’ extraction de 1'huile essentielle

L'huile essentielle de Rosmarinus officinalis obtenue par hydrodistillation est un
liquide visqueux d'une coloration jaunatre et a odeur forte caractéristique du romarin d'un

rendement de 1.2% (calculé a la base de 100g de matiére seche).

I1. Résultats d’activités antioxydantes

11.1. piégeage du radical libre DPPH

Dans cet essai les antioxydants réduisent et décolorent le radical DPPH, a un

composé jaune le diphenylpicryl hydrazine, I'ampleur de la réaction dépendra de la

capacité des antioxydants de donner I'nydrogénes (Ardestani et Yazdanparast., 2007).

Les résultats sont exprimés en pourcentage de l'activité antiradicalaire en les
comparant a la Cl 5o des antioxydants synthétiques standards (BHA et BHT), qui est défini
comme la concentration du substrat qui cause une perte de 50 % de 1’activité du DPPH
(Markowicz Bastos et al.,2007).

Les résultats de 1’activité anti-radicalaire, vis-a-vis du radical DPPH, des standards et de

I’extrait sont représenté dans le tableau ci-dessous :

TableauN°4 : pourcentage d’inhibition du radical DPPH en fonction de la concentration de
I’extrait , BHA et BHT.

Extraits % Inhibition in DPPH
0.5mg 1.5625 ug 3.125 ug 6.25 ug 12.5 ug 25 ug 50 ug 100 ug 1Csq pg/ml
HE NA 1.48+0.80 3.81+1.82 | 13.10+0.86 | 30.75+1.07 | 63.77+1.51 | 84.34+0.10 | 40.44+0.81
BHT 47.77£1.22 | 56.93+1.84 72.83+1.23 | 78.46x1.01 79.48+0.31 | 80.03+£1.62 | 80.10+0.66 | 6.82+0.49
BHA 22.21+1.24 | 31.73+1.22 | 54.89+3.60 | 67.60+1.13 76.77£0.54 | 78.67£1.31 | 79.01+0.89 | 6.82+0.49

La comparaison de l'activité piégeage du radical DPPH de I’extrait méthanolique du

romarin et des standards (BHA et BHT ) montre une activité du romarin antiradicalaire
dépendante de la concentration. A chaque fois que la concentration augmente, le pourcentage
d'inhibition augmente. A la concentration de 50ug/ml, le pourcentage d'inhibition moyenne

70



Chapitre V : résultats et discussion

est de l'ordre de 40.44%, 6.82% et 6.82% pour I’extrait, BHA et BHT respectivement. On
remarque que méme a de faibles concentrations, I'extrait montre un pourcentage d'inhibition
important, ce qui permet de déduire que les composes phénoliques contenus dans I'extrait de

la partie aérienne de R.officinalis sont tres efficaces comme antioxydants.

L’activité anti radicalaire des extraits du romarin (40.44% ) reste inferieur par rapport au
control positif BHA (6.82%) et BHT (6.82%). Ces valeurs obtenues sont inferieures par
rapport a celles rapportées par Athamena et al. (2012) qui est de I'ordre de (80,50%).

Dans le cas de notre échantillon, 1Cso (40.44ug/ml) est supérieure a celles des standards
utilises : la BHA et BHT qui ont respectivement des 1Cso égales a 6.82 pg/ml et 6.82ug/ml. lls

ont donc un meilleur pouvoir anti-radicalaire.

La valeur 1Cso= 40.44pug/ml obtenu pour I’extrait méthanolique de R.officinalis présente une
grande activité antioxydante par rapport aux valeurs 1Cs50=0,23ug/ml et 1Cso=54ug/ml

obtenues pour la  méme  espéce  rapporté  par Dormana et  ces

collaborateur (2003) et Erkan., (2008) respectivement. Ceci peut étre du a plusieurs facteurs
tels que : la méthode d’extraction, la nature des composés phénolique des huile , la teneur en
compose phénoliques totaux, le lieu et le période de cueillette de la plante (Stefanovits-
banyai et al., 2003)

TableauN°5 : pourcentage d’inhibition du radical DPPH en fonction de la concentration de
I’HE , BHA et BHT

% Inhibition in DPPH

HUILES
ESSETELLES

12.5ug | 25ug 50ug 100ug 200ug 400ug 800ug I1Csopg/ml
4mg
HE 5.39+1.47 [12.46%0.86|26.46+0.20 | 39.99+0.73 | 59.85+0.35 | 75.40+0.20 | 82.73+0.12 | 156.52+0.50
BHA 76,55+0,48 | 79,89+0,26 | 81,73+0,10 | 84,18+0,10 | 87,13+0,17 | 89,36+0,19 | 90,14+0,00 | 6.14+0.41
BHT 49,090,76 | 72,63+2,06 | 88.73+0,89 | 94.00+0,31 | 94.97+0,08 | 95.38+0,41 | 95.02+0,23 | 12.99+0.41
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La comparaison de l'activit¢ du piégeage du radical DPPH de I’H E du romarin et des

standards (BHA et BHT ) montre une activité du romarin antiradicalaire dépendante de la

concentration. A chaque fois que la concentration augmente, le pourcentage d'inhibition

augmente. A la concentration de 50ug/ml, le pourcentage d'inhibition moyenne est de l'ordre

de 156.52%, 6.14% et 12.99% pour 1’extrait, BHA et BHT respectivement.

d’apres nos résultat, 1a valeur 1Cso= 40.44ug/ml obtenue pour I’extrait méthanolique de

R.officinalis et la valeur ICso= 156.52ug/ml obtenue pour ’HE du romarin ont montré que

I'efficacité de I'extrait contre I'oxydation était supérieure a I'efficacité de I'huile essentielle.

11.2. Activité piégeage du radical libre ABTS

TableauN°6 : pourcentage d’inhibition du radical ABTS en fonction de la concentration de

I’extrait , BHA et BHT.

Extracts % Inhibition in ABTS assay
0.5mg | 1.5625 ug 3.125 g 6.25 pg 12,5 ug 25 ug 50 pg 100 pg Acso Mg/mL
Extrait | 13.57+1.6 | 17.22+2.9 | 18.77+0.78 | 27.71+1.7 | 43.031£3.2 | 58.56+3.1 | 89.56+3.5 | 39.02+1.0
R
BHT | 49.22+0.75 | 59.22+0.59 | 78.55+3.43 | 90.36+£0.00 | 92.18+1.27 | 93.37£0.86 | 94.87+£0.87 | 1.59+0.03
BHA | 83.42+4.09 | 93.52+0.09 | 93.58+0.09 | 93.63+0.16 | 93.63+0.95 | 94.20+0.90 | 95.39+2.62 | 1.03+0.00

D’apres cette tableau, on remarque que le taux d’inhibition augmente en fonction de

I’augmentation de la concentration de L’extrait IC so =ug/ml, il est de I’ord 39.87+0.18% .

ce qui signifie que toutes les molécules ABTS+ sont réduite en ABTS.
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Tableau N°7 : pourcentage d’inhibition du radical ABTS en fonction de la concentration de
I’EH, BHA et BHT.

HE % Inhibition in ABTS
4mg 12.5 ug 25 ug 50 ug 100 ug 200 g 400 ug 800 ug 1Csp
pg/mL
HE 6.58+2.47 | 6.93+0.62 | 9.87+0.18 | 21.95+0.15|22.16+1.86 | 34.76+1.22 | 56.61+1.24 | 667+3.36
BHA 69.21+0,40 | 78.23+1,34 | 88.12+1,28 | 88,76+3,07 | 90.85+1,74 | 90.95+0,51 | 96.68+0.39 | 1.29+0.30
BHT 92.83+1,42 | 94.68+0,42 | 94.95+0,90 | 95.32+0,25 | 95.59+0,47 | 95.83+0,15 | 95,86+0,10 | 1.81+0.10

D’aprés les résultats du tableau N°05, la valeur 1Cso= 39.87ug/ml obtenue pour I’extrait

méthanolique de R.officinalis et La valeur ICso= 667ug/ml obtenue pour I’HE du romarin ont

montré que I'efficacité de I'extrait contre I'oxydation était supérieure a l'efficacité de I'huile

essentielle.

Les résultats obtenus dans la présente étude pourraient étre expliqué par la qualité des

composés phénoliques dans I'extrait, a savoir l'acide rosmarinique, I'acide carnosique qui sont

connus pour leur forte activité antioxydante. Celle-ci peut étre influencée par de nombreux

facteurs externes tels que les conditions climatiques de la région de la collecte ainsi que la

période de collecte des échantillons qui influencent fortement 1’état physiologique de la

plante.

1. Résultats du suivi de ’acidité au cours de stockage du I’ben :

Les résultats de suivi de ’acidité juste apres 1’élaboration du I’ben, et pendant 15
jours de stockage a 6°c, pour les trois types de I’ben (I’ben sans additif, I’ben aromatisé
avec le myrte, I’ben aromatisé avec romarin) sont représentés dans le (tableau 8).
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Tableau N°08 : Résultats d’analyse physico-chimique des trois échantillons de 1’ben
(acidités Dornic).

Durée de L’ben sans L’ben aromatisé L’ben aromatisé
avec
conservation additif (I’ben 1) avec myrte (I’ben 2) romarin (I’ben 3)
Jours
T1 El T2 T3 T4 E2 E3 E4
Acidité (°D)
Jour 1 74 70 73 66 66 70 68 68
Jour 6 75 74 73 70 69 74 72 72
Jour 12 75 75 73 71 70 75 73 72
Jour 15 77 78 7 71 71 775 74
78 - "
76 - —— T1:L'ben1
24 —=-T2: 50pul/L
7l = - T3: 100pl/L
a)
% 70 - =>T4: 150ul/L
S 68 -
&
< 66 -
64 -
62 -
60 % i # ¢ .
1 346 312 w15 remps(jour)
Figure 10: Evolution de l'acidité du I'ben 2 aromatisé avec le
myrte
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Figure 11: Evolution de I'acidité du 1I'ben 3
aromatisé avec le romarin

Le suivi de I’évolution de I’acidité Dornic au cours de la conservation a 6°C

Pour I’benl, sans additif, (voir tableau 8) a montré que ce parameétre enregistre des valeurs
comprises entre 70 et 78°D dont la valeur la plus faible qui est de 70°D est enregistrée au
bout du ler jour. Cependant, la valeur la plus élevée, qui est de 77-78°D, est enregistrée le

15°™ jour de conservation.

Les valeurs de I’acidit¢ Dornic obtenues durant la conservation pour le I’ben 2( aromatisé
avec le myrte) (tableau 8) a montré une variation entre les différentes concentrations
T2(50ul /1), T3(100uI/N), T4(150ul/1) ce qui indique une diminution de 73, 66, 66 °D,
respectivement, au bout du ler jour. Puis une faible augmentation entre le 6°™ et 12°™ jour

de conservation, pour atteindre une valeur maximale le 15 *™ jour qui est de 77, 71,71°D.

La méme variabilit¢ d’acidité est enregistrée pour le 1’ben3(aromatisé avec le romarin)
(tableau 8) avec des valeurs du E2(20ul/l) , E3(50ul/l), E4(100ul/l) de 70, 68, 68°D,
respectivement au bout du ler jour. Cependant une légere augmentation entre le 6eme et le
5éme

12eme jour, pour atteindre la valeur la plus élevée au bout dyl jour qui est de 75,75,

74°D, respectivement.
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La principale conséquence de 1’acidification est I’augmentation de la concentration d’acide
lactique dans le milieu, qui signifie la diminution du pH de celui-ci (Tamagnini et al.,
2006). Toutefois cette variation de 1’acidité pour I’ben 1 (sans additif ), 2 (aromatisé avec le
myrte) et 3 (aromatisé avec le romarin) entre dans I’intervalle d’acceptabilité de la norme

algérienne qui tolére de 60°- 85°D.

L’augmentation de I’acidité au cours de la conservation s’explique par la fermentation
lactique assuré par les bactéries lactiques mesophiles présentes dans 1’ben

Les résultats de I’acidité obtenus dans notre étude sont meilleurs que ceux rapportés par El
Marnissi et al., (2013) et Boubekri et al. (1984). et qui sont de 80°D et 82°D
respectivement

De plus, nos résultats corroborent avec ceux de Tantaoui Elaraki (1983), qui ont noté une

acidité titrable entre 71°D et 78°D pour le I’ben marocain

D’autre part, nous remarquons une augmentation de 1’acidité en fonction du temps qui est
plus rapide pour I’ben 1 que céle des deux autres I’ben aromatisés, dont la progression de
réaction d’acidification est tres lente durant les 15 jours. Quoique les valeurs de ’acidité du
I’ben témoin et les deux sortes de 1’ben aromatisé a faible dose d’HE soient presque
similaires au 1% jour, les fortes concentrations en HE ont induit une diminution de 1’acidité

notable dés le 1% jour de conservation.

Globalement, au cours de la conservation, 1’acidité des laits fermentés préparés a des
concentrations de 100 ul /L et 150 ul/L d’H.E de myrte et de 50 ul/L et 100 ul/L de H.E de
romarin, est nettement plus faible que le témoin, cette diminution de 1’acidité s’exprime par
I'effet bactériostatique de I'extrait de myrte et du romarin dont I'action semble d'autant plus

accentuée en fonction de la concentration incorporée dans les laits fermentes acidifiés.

2. Evaluations des analyses bactériologiques :

L’évolution de la croissance des germes testés s’est effectuée sur une période de 15 jours a

partir du 1% jour, 6™ jour, 12°™ jour et 15°™ jour selon la date de péremption de ’ben qui

est de 14 jours. Les résultats obtenus sont ceux des analyses microbiologiques des germes de
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contamination de I’ben aromatisés a I’H.E du myrte et du romarin, I’évolution de la

croissance des germes de contamination, pendant 15 jours, est représentée dans le tableau 9.

Tableau N° 09 :

Tableau récapitulatif des résultats microbiologiques

échantillon Résultats
Coliform | Coliforme | Staphylococ | Salmonnella
e totaux | fécaux CUS aureus
T1 2,7.10% | 200 Absent Absent
Jourl | T2 2,3.10" | 160 Absent Absent
T3 2,3 .10 | 150 Absent Absent
T4 2,3.10" | 120 Absent Absent
T1 1,2.10* | 200 Absent Absent
Jour6 | T2 1,2.10* | 160 Absent Absent
T3 1. 10* |150 Absent Absent
T4 1. 10 [110 Absent Absent
T1 4. 10° | 160 Absent Absent
Jourl2 | T2 2. 10° |120 Absent Absent
T3 2. 10° |120 Absent Absent
T4 2. 10° |88 Absent Absent
T1 3. 10° | 140 Absent Absent
Jourl5 | T2 2. 10° |90 Absent Absent
T3 2. 10° |80 Absent Absent
T4 1.10° |64 Absent Absent
El 2.1.10% | 120 Absent Absent
E2 2 . 10 |99 Absent Absent
Jourl |E3 1,4 .10* |98 Absent Absent
E4 1. 10* |98 Absent Absent
El 1,1. 10* [120 Absent Absent
Jour6 |E2 1,1. 10* |98 Absent Absent
E3 1. 10* |98 Absent Absent
E4 6. 10° |98 Absent Absent
El 6. 10° [100 Absent Absent
Jour 12 I'g5 7. 10° |67 Absent Absent
E3 8. 10° |65 Absent Absent
E4 4. 10° |65 Absent Absent
El 5. 10° |85 Absent Absent
Jour 15 TE 7. 10° |64 Absent | Absent
E3 8.10° 60 Absent Absent
E4 2.10° 59 Absent Absent
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Parmi les germes recherchés dans notre étude, certains étaient également détecté mais avec
des valeurs plus au moins faible ; c’est le cas pour les coliformes totaux et les coliformes

fécaux. Les staphylocoques et la salmonelle n’ont pas été détecté.

> Coliformes totaux :

Le suivi des coliformes totaux dans les échantillons du I’benl(témoin), 2( aromatisé
avec le myrte) et 3( aromatisé avec le romarin) n’a pas montré une grande différence
significative entre les diverses concertations, donc au bout du 1* jour on note une charge
moyenne de 2,4.10*/ 2,3.10*/ 1,4.10* UFC/ml, pour nos trois échantillons respectifs. Nous
remarquons une légere diminution notable au cours du 6éme et 12eme jour qui est de
1,15.10* /1.10* /9.10° UFC/m, respectivement et de 5.10° /2.10° / 6.10° UFC/ml, jusqu’ au
15éme jour de conservation pour atteindre 4.10% /1,6.10° /5,6.10° UFC/ml, respectivement.
Nos résultats sont conformes a la norme fixé par JORA, 2017 (3.10* & 3.10° ), la
diminution du taux des coliformes totaux peut étre liée a la présence de souches productrices

de bactériocine (Benkerroum et al., 2000).

D’autre part, la présence des coliformes n’est pas obligatoirement une indication directe de la
contamination fécale ; certains coliformes sont, en effet, présents dans les résidus humides
rencontrés au niveau de 1’équipement laitier (Larpent., 1990). Néanmoins, le contact de I’'HE
avec les macromolécules comme les lipides ou les protéines protége les micro-organismes de
I’action des HE (Tassou et al., 1995)

» Coliformes fécaux :

On a enregistré la présence de coliformes fécaux dans I’ben 1 et I’ben 2 et I’ben 3 avec
une population moyenne respectivement de 160 /143/98 UFC/ml dans le 1* jour, suivi d’une
diminution au bout du 6éme et 12eme jour avec 160/140/98UFC/ml, respectivement et de
130/109/65,6 UFC/ml, pour atteindre les valeurs minimales au 15eme jour, respectivement
112,5/78/6 1UFC/ml. Nos résultats sont conformes a la norme JORA (2017), qui est de 30 a
30.10° UFC/m.
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Nos résultats sont supérieurs a ceux enregistrés par différentes études effectuées au Maroc par
EL Marnissi et al (2013) avec moyen de 1,2. 10* UFC/ml Tantaoui-Elaraki (1983) avec
valeur de 5,05.10° UFC/ml Benkerroum,(1984) ,hammama, (1992) avec valeur
dépassant le 10* , et Zinedine et al. (1996) 4 .10* UFC/ml

D’autre part, I’acidité développée dans le milieu exerce un effet inhibiteur sur la majorité des
germes pathogenes. Il s’avére aussi que plus la concentration en HE augmente plus le nombre
de coliforme est réduit Meziene et al. ( 1997 ). Cette diminution peut étre due a la diminution

du pH et aussi a la présence d’un taux élevé de bactéries lactiques (ELMarnissi et al., 2013).

» Staphylocoques :

Le suivi et la recherche des Staphylocoques dans les trois échantillons de I’benl, 2et 3 avec

les différentes concentration s’est révélée négatif ce qui est conforme a la norme algérienne

fixé par le JORA (2017) qui est de 3.10% 4 3.10°

Des études similaires concernant la recherche des staphylocoques s’est révélée négative
(hammama, 1992 ), contrairement a celle rapportée par EL Marnissi et al (2013) et
Benkerroum et al (1984).

> Salmonelles :

Les salmonelles sont absentes pour les différents types de I’benl, 2 et 3 analysés, ce qui qui
est conforme a la réglementation algérienne ( J.O.R.A , 2017 ). La principale source de
contamination serait ’excrétion fécale des salmonelles , dissémination de la bactérie dans

I’environnement et la contamination de la peau des mamelles et du matériel ( Guy, 2006).

Selon EL Marnissi et al, 2013), aucun des échantillons de 1’ben analysés ne révele la
présence de salmonelle comme c¢’était le cas dans de précédentes études [hammama, 1992 ,
Zinedine et al 1996 ,EI marnissi et al,2012). Le pH acide du « Lben » peut expliquer
I’absence de ce germe pathogene. En effet, Dubois et al. ont constaté que les Salmonella ne

résistaient pas a des pH compris entre 4,6 et 4,8.
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J+1
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Salm

Staph

Photos 8 : Résultats du suivi du Salmonelles et Staphylocoques identique pour les

trois types de I’ben
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J+1
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J+12

J+15

Photos 9 : Résultatas de suivi des coliformes fécaux et totaux de Ib’en 1(témoin) et
I’ben 2(aromatisé avec le myrte ) avec les différentes cncentrations

82




Chapitre V : résultats et discussion

83




Chapitre V : résultats et discussion

J+12

J+15

Photos 10 : Résultats de suivi des coliformes fécaux et totaux de I’ben 1(témoin) et I’ben
3 (aromatisé avec le romarin) avec les difféerentes concentrations
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3. Evaluation de I’analyse sensorielle :

Les figures 12 et 13 illustrent les profils d’analyse sensorielle des différents types de 1’ben
élaborer ( sans additif , aromatisé avec myrte , aromatisé avec romarin )

o odeurlactique
appreclation L
ppiee _ 10 —— odeurvegetale
generale '
ersistance - .
P : - odeur animal
arome A\
persistance ~ odeurnon
mtense en gout . || A eciphique T1
. N I —_—T
persistancetre | | [/ L . T2
tvpidue Voo ~/ saveur sucre
persistance | _ —T4
g . ~ saveur acide
agréable /
texture epais | | saveuramére
.~ L texture
texture liquide . )
Visqueux

Figure 12 : Profils sensoriels de 4 1’ben préparés a différentes concentrations de 1’huile
essentielle du Myrte
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Figure 13 : Profils sensoriels de 4 I’ben préparés a différentes concentrations de 1’huile
essentielles du Romarin

Ce test révele que I’ben aromatisé a faible concentration soit a base de myrte ou
romarin est le plus apprécié des autres types de I’ben aromatisé..En effet les dégustateurs
¢taient favorable 50% pour 1’ben aromatisé a faible dose du myrte 50ul/L ,40 % pour I’ben
aromatisé a faible dose du romarin 20ul/L , 10% pour les fortes concentrations de myrte et
romarin respectivement 100ul/L , 150ul/L et 50ul/L, 100ul/L .
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Conclusion et Perspectives

Ce travail avait pour objectif de réaliser la fabrication d’un nouveau produit naturel qui est le
petit lait « I’ben » additionné a des I’huiles essentielles : le myrte et le romarin. Pour cela,
nous avons effectué au préalable un hydrodistillation des feuilles des deux espéces le
Rosmarinus officinalis L. et le Myrtus Communis L. Dans le but de valoriser, de revéler
potentiel des H.E en tant qu'alternative aux aromes et conservatives artificiels utilisés dans les
industries agro-alimentaires. Au cours de cette eétude, nous avons pu conclure sur les points

suivants :

D’apres nos résultats , il s’avere que 'utilisation des concentration de 100ul/L et 150ul/L de
H.E du myrte aussi bien H.E avec dose de 50ul/L et 100pl/L du romarin touchent
sensiblement I’acidit¢ du I’ben , Toutefois pour les concentrations 50ul/L de H.E de myrte et

20ul/L de H .E de romarin montrent des ré
sultats classé indifféremment avec le témoin

Le suivi des analyses bactériologique des trois échantillons I’ben 1(sans additif) I’ben
2(aromatis¢ avec myrte) et I’ben 3(aromatisé avec romarin) a révélé [’absence des
Salmonelles et Staphylocoques et la présence de taux modérée des germes coliformes |,
néanmoins ce taux diminue progresivement au cours de conservation qui peut étre due aux

effets antimicrobien de bactérie lactique et des plantes aromatisantes (myrte et romarin) .

Les résultats des analyses sensorielles de 1’incorporation de I’H.E dans I’ben ont révélé
qu’il existe des convergences entre les caractéristiques des produits aromatisés du point de
vue organoleptique. En effet, le I’ben aromatisé avec le myrte est le plus apprécié par les
dégustateurs ainsi que le I’ben aromatisé avec le romarin en deuxiemes position , suivi du
I’ben 1(sans additif).

A la lumiére de nos résultats, nous pouvons conclure que les HE de «Rosmarinus officinalis
L.» et «Myrtus Communis L.» semblent étre plus appropriés comme agents conservateurs et

aromatiques dans le lait fermenté.

Dans le but d’améliorer la qualité des produits consommes et de créer de nouveaux produits
en vue de leur commercialisation, ainsi que pour prolonger la date de consommation des

aliments, nos perspectives sont les suivants :
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Isoler les bactéries lactiques du I’ben et d’étudier leur comportement vis-a-vis des
huiles essentielles de «Rosmarinus officinalis» et « Myrtus Communis »

Etudier I’effet du «Rosmarinus officinalis» et du « Myrtus Communis » sur les
ferments lactiques du I’ben.

Optimiser la dose en HE a utiliser pour avoir un produit a commercialiser et en faire
un alicament.

Extraire les composants actifs de ces huiles essentielles et de les appliquer directement
dans I’ben.

Appliquer ces HEa d’autres produits laitiers (beurre, yaourt) ou d'autres aliments.

Faire des tests de toxicité pour pouvoir en faire un nouveau produit commercial.
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Résumé

Résumé

Cette etude vise a évaluer I’activité antioxydante des extraits obtenus aprés extraction avec
I’éthanol du romarin et du myrte. L’objectif est de valoriser ces échantillons en les

incorporant ensuite dans un produit laitier fermenté c’est le petit lait.

L’objectif de ce travail consiste a suivre les parameétres physico-chimique d’ou I’acidité et les
paramétres microbiologiques d’ou la recherche des germes de contamination qui sont : les
coliformes fécaux et les coliformes totaux et les salmonelle et les staphylocoques , de ce

produit artisanal au cours du conservation a 6°C.,

Les analyses physico-chimiques de 2 type de 1’ben montrent des résultats dans les normes,
Les analyses microbiologiques est révélé que , les coliformes totaux et les coliformes fécaux ,
diminuent au cours de la conservation qui peut étre due aux effets antimicrobien de romarin et
de myrte . les staphylocoques et salmonelle sont absente pendant toute la période de
conservation. Pour les sujets dans ’analyse sensorielle, a indiqué la préférence de 1I’ben 2

aromatisé avec myrte.

Mots-clés : Antioxydant, 1I’ben aromatise, romarin, myrte , Analyses physico-chimiques et

microbiologique
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Summary

Our study is based on the activities evaluation of antioxidant's extract, that was obtained after
theabstraction of rosemary ethanolic and myrtle, our purpose is to develop their samples and
incorporate it on a fermented milk, or what we call whey.

The purpose of our work consists to follow and analyze physico-chemical parameters, where
the acid and microbiological research of germs are used in the sake of germs research of
contamination, mentioning : fecal coliforms and total coliforms, salmonella and
staphylococcus, for the artisanal product which is at 6°C conservation.The analyze of the two
type of sour milk, shows the results in the norms, the microbiological analysis shows that the
fecal coliforms and the total coliforms decreases while the conservation, which is probably
due to the effects of antimicrobial rosemary and myrtle, the staphylococcus and the
salmonella were absent during the conservation, and for the sensorial analysis it indicates the

preference of sour milk and the both were aromatised with myrtle.
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1. Préparation des dilutions :
Un volume de 1ml de I’échantillon (I'ben) a été homogénéisé avec 09 ml d’eau peptonée
Cette suspension constitue alors la dilution mére (DM) qui correspond a la dilution 1/10 ou
10",
Ensuit un volume de 01 ml de la dilution (10-1) est prélevé aseptiquement a 1’aide d’une
micropipette et introduite dans un tube a essai contenant 09 ml d’eau de peptone . On obtient
ainsi la dilution 107 et ainsi jusqu‘a la dilution 10™°. (Guiraud, 2003 ; JORA n° 70 du 7
novembre 2004 ; Arrété 11 septembre 2004).

2. Dénombrement des coliformes totaux et des coliformes fécaux :
Le principe consiste a compter les colonies caractéristiques des coliformes totaux qui se
développent en 24 h a 30°C et les coliformes fécaux qui se développent en 24 h a 44°C, sur
milieu d’énumération sélective gélose DCL 1% puis a confirmer le nombre de colonies par
fermentation du lactose dans le milieu (Biokar Diagnostics, Beauvais, France).
Un volume de 2 ml de la dilution mere est mélangés a approprié 15 ml de milieu maintenu a
45°C, dans deux series des boite de Pétri. Puis mélanger avec précaution par rotation lente en
forme de huit et laisser les boites se solidifier.
La premiere série a été incubée a une température de 30°C pendant 24 heures pour la
recherche de coliformes totaux et la deuxiéme serie est incubée & 44°C pendant 24 heures
pour la recherche de coliformes fécaux.
Les coliformes donnent des colonies rouges avec halo de précipité d’acide biliaire, dont le

diametre et supérieur a 0,5 mm. Le nombre de bactéries coliformes par gramme est donné par

la formules suivante ;
N = C/l,l ! 10n

N : nombre de coliformes
C : somme de colonies ;

n : facteur de dilution.
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3. Recherche des Staphylococcus aureus :
Ce germe Gram positif halophile est souvent isolé ou dénombré dans des milieux fortement
salés (e.g. Milieu Chapman). Le nombre de staphylocoques tolérés dans les aliments est
généralement peu élevé, ce qui nécessite 1'utilisation de milieux liquides d’enrichissement ;
dans ce cas le milieu de GIOLOTTI CANTONI (GC) (CUQ, 1993).
Un volume de 1 ml de la solution mere de chaque échantillon a été ensemencé dans 9ml de
milieu GC dans des tubes a essai. L’incubation a été faite a une température de 37°C pendant

24 heures. 1l y a un noircissement de milieu si les Staphylococcus aureus sont présent.

4. Recherche des Salmonelles :
La recherche des salmonelles se fait en suivant trois étapes qui sont : le pré-enrichissement,
I’enrichissement et 1’isolement sur un milieu sélectif (CUQ, 1993). Dans ce cas le recherche
¢té fait dans le milieu d’enrichissement sélectif Bouillon SFB sélénite- cystine
Un volume de 1 ml de la solution mere de chaque échantillon a été ensemencé dans 9ml de
milieu bouillon SFB s /c dans des tubes a essai. L’incubation a été effectuée a 37°C pendant

24 heures. 1l y a blanchement de milieu si les Salmonelles sont présent.

5. Appareillage et produits chimiques :

a. Appareillage :

Réfrigérateur, Autoclave, Etuve (Memmert) réglée a différentes températures a 28 °c,
30°c, d’autre a 44°c ,d’autre a 37°c Micropipette, Bécher, Pipette 10 ml, Burette ,
bouteilles en verre stérile , flacon stérile ,erlenmeyer , boite de pétri , tube a essai ,

compteur de colonies , hydrodistillateur de type Clevenger

b.Produits chimiques :

-Hydroxyde de sodium NaOH (0.1N), eau distillé.
-Phénolphtaléine 1 %.

- eau peptone

c. Milieu de culture :

Gélose DCLA , bouillon SFB s /c, bouillon Giolitti
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6.  Composition des milieux de culture :

* Bouillon Giolitti cantoni staphylococci broth :

Tryptone........ceeevcciieeeeriiiieeeeiee e 10 g

Extrait de viande...........cccovviiiiieieicec e 5¢
EXtrait de leVUre..........cooeiiiiiieiceece e 5¢
Chlorure de [ithium..........cccooveiiiie e 5¢

MannItol.........cceoviieiicece e 20g
Chlorure de Sodium.........cccoovveiieieiiece e 5¢
GIYCINE. ... 1,29
Pyruvate de SOdIUM..........ccccoririniiiieee e 39
Eau distillée.........ccooiriiiice 1000 ml

Ph:6,9£0,2

*  Gélose lactosée au désoxycholate agar :

- Peptone pepsique de viande .........cccceveiininiieic i 10,00 ¢

= LACTOSE e 10,00 g

- Désoxycholate de sodium..........cccceevveveiiieiiere e 0,50 ¢g

- Chlorure de SodiUm..........cccoeoveieiiciiece e 5,009

- Citrate de SOIUM.......cvveeeeiiiiie e 2,009

= ROUQE NEULIE ..o 0,03¢g
- Agar agar bactériologique...........ccoeveeieiieeie e 15,00 g

Ph: 0,2+7,1

* Bouillon sélénite au cystéine SFB :

TIYPLONE .vviiee e 5g



Annexe

Lactose..oovuviiiii el A E

Phosphate disodique ..............ccccoeiiiiiiiin.n. 10g

SEIENItE ... 4g

Hydrogénosélénite de sodium .......................o.es 4g

CYSEINE ..ottt 100mg

Eaudistillée ...... ... 1L
PH:7,0

7. Compositions des solutions de titrage :

* Eau peptone :

NaCl ... 9¢g
Peptone.....................l . 19
Eau distillée............... 1000ml

Autoclaver 20 minute a 120 °C ; pH=7

* La phénolphtaléine :
Phénolphtaléine........................ g

Alcool éthylique a 95°............ .100ml

* Hydroxyde de sodium (NaOH) a 1/9 N :

Hydroxyde de sodium ........................ 40g
Eaudistillée.................oooiiiii 1000ml
ANNEXE I

FICHE DE TEST SENSORIELLE

N° Dégustateur :
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NOM :
PRENOM :
DATE :

Veuillez examiner et gotiter chaque échantillon, et donnez une note de 1 a 10 selon I’intensité

du caractere.

Echantillon

T1(-)

T2

T3

T4

Odeur

Lactique

Végétale

Animale

Non specifique

Saveur

Sucré

Acide

Ameére

Texture

Visqueux

Liquide

Epais

Persistance

Agréable

Tres typique

Intense en gout

Arome

Appréaciation
générale
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Photos 11: les fermants lactiques mésophiles ensemencés dans 1’ben

Photo 12 : Compteur colonies
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Photo 13: Analyse sensorielle effectué par les dégustateurs
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