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Introduction générale

L’utilisation des plantes aromatiques par I’homme est une pratique antique (Majinda et
al.,2001). De nos jours la majorité des habitants du globe terrestre utilisent de trés nombreuses
plantes, compte tenu de leurs propriétés aromatiques, comme source d’assaisonnement ou
comme remede en médecine traditionnelle. Cependant, cette utilisation ne se base sur aucun

critere scientifique, elle tient compte simplement des observations au cours des siécles.

Les extraits bruts des plantes commencent a avoir beaucoup d’intérét comme source
potentielle de molécules naturelles bioactives. Ils font 1’objet d’étude pour leur éventuelle
utilisation comme alternative pour le traitement des maladies infectieuses et pour la protection

des aliments contre 1’oxydation.

Le continent africain est dot¢ d’une biodiversité¢ parmi les plantes riches dans le monde, avec
un nombre tres élevé de plantes utilisées comme herbes, comme aliments naturels et pour des
buts thérapeutiques. De nombreuses substances naturelles différentes ont été identifiées et
beaucoup d’entre elles se sont utilisées dans la médecine traditionnelle pour la prophylaxie et

le traitement des maladies.

Malgré la nature hétérogéne d'une biodiversité immense du continent africain en général et
de I'Algérie en particulier, il y a eu peu d'efforts consacrés au développement des agents
thérapeutiques de ces plantes. C'est pourquoi nous nous sommes intéressés a étudier Thymus

vulgaris .

Beaucoup d’études ont été réalisées au sujet de 1’activité antimicrobienne des extraits de
plantes qu’elles soient citées dans des ouvrages, dans des jourhaux spécialisés de
microbiologie ou présentées lors de congrés scientifiques d’aromathérapie (Bousibia ; 2004).
Il résulte que les extraits phénoliques possedent de nombreuses activités biologiques. Selon
les travaux (Freeman et al ; 2006), ces activités sont liées essentiellement a la composition
chimique, aux groupes fonctionnels des composés majoritaires de ces extraits et a leurs effets
synergiques.

Ces effets antibactériens nous a conduit a poser la question suivante: « Est-ce que
I’utilisation des extraits de thym comme adjuvant dans les produits laitiére (production de
yaourt par exemple) peuvent avoir un effet sur la croissance des ferments lactiques tels, que
les Streptococcus thermophillus, Lactobacillus bulgaricus qui présentent des intéréts varies

(Industriel et nutritionnel)» ?




Dans ce cadre, ce travail de master a consisté a poursuivre les recherches déja initiées au sein
de I’équipe de recherche affiliée au laboratoire de technologie alimentaire et nutrition de
I’université de Mostaganem et pour 1’étude de I’effet antimicrobien des extraits au méthanol
aqueux de thymus vulgaris récolté dans la région de Sétif sur les germes specifiques du

yaourt : streptococcus thermophilus et lactobacillus bulgaricus .

L’objectif de notre travail vise & démontrer la richesse de la plante en composés bioactifs et a
déterminer leur propriété biologique. Pour cela I’étude englobe deux aspects, dont le premier
est de ’ordre phytochimique basé principalement sur 1’extrait et la quantification des
principaux actifs de I’extrait.

Le second aspect est consacré a une évaluation de ’activité antibactérienne (bactéricide ou
bactériostatique) qu’exerce leur efficacité des extraits de thymus vulgaris contre la
prolifération des deux souches spécifique du yaourt; D’efficacité contre Streptococcus

thermophilus et lactobacillus bulgaricus .

La présentation des résultats de ce travail sera procédee de :

-Une synthése bibliographique reprenant les connaissances actuelles sur les bactéries lactiques
et le thymus vulgaris.

-La seconde partie du manuscrit présente le matériel et méthode utilisé pour la réalisation de
ce travail.

-Les résultats obtenus au cours de ce travail sont alors exposés et discutés dans la troisieme
partie.

- Une conclusion générale résumera les principaux acquis de ce travail et ouvrira les

perspectives envisagées pour la poursuite de cette thématique de recherche.




Partie 1:Etude bibliographique Chapitre | ; Les bactéries lactiques

1-Introduction :

Bien avant que l‘on soit conscient de leur existence les bactéries lactiques, ont toujours été
utilisées cependant, comme ferment elles ne sont utilisées que récemment dans la conservation
des aliments a base de lait, de viande, de poissons, de légumes et de fruits(Ross et al., 2002)
C‘est a 1°époque des grandes découvertes de la microbiologie, a la fin du 19éme siécle, que des
chercheurs se sont penchés sur la fermentation du lait pour trouver la cause de sa coagulation
acide. Conn (1889),Storch (1890)et Weigmann (1896) ont conclu que la présence de bactéries
lactiques est responsable de 1‘acidification du lait et de la maturation de la creme (De Roissart et
Luquet., 1994).

2-Définition des bactéries lactiques :

Les bactéries lactiques sont un groupe hétérogéne de microorganismes produisant de
I’acide lactique comme produit principal du métabolisme. Elles colonisent de nombreux
produits alimentaires comme les produits laitiers, la viande, les veégétaux et les céréales et font

partie de la flore intestinale et vaginale humaine ou animale.

Le groupe des bactéries lactiques, été défini pour la 1ére fois par Orla —Jensen en 1919, réunit
plusieurs genres de différentes morphologie ayant pour caractere commun leur capacité a

fermenter le lactose en produisant de 1’acide lactique (Novel., 1993).

Ce sont des microorganismes a Gram positif, non sporulant, non mobiles, anaérobies mais
aérotolérants et ne possédant pas de catalase. Toutes les bactéries lactiques posseédent un
métabolisme fermentaire leur permettant, en utilisant des sucres fermentescibles, de produire
principalement de 1’acide lactique mais aussi d’autres acides organiques (acide acétique, acide

formique.) (Raynaud., 2006)

]



Partie 1:Etude bibliographique

Chapitre | ; Les bactéries lactiques

3-Caractéristiquesgénerales:

Les bactéries lactiques sont un groupe de bacilles ou coccobacilles a Gram positif qui

ont moins de 55 mol % de contenu G+C dans leur ADN (& 1’exception des bifidobacteries
(Ammour., 2004).

Ce sont des procaryotes, hétérotrophes et chimio-organotrophes.A quelques exceptions pres, les

bactéries lactiques sont généralement Gram positif, immobiles, sporulées, anaérobies mais

aérotolérantes, et ne possédant pas de catalase (certaines souches possédent une pseudocatalase),

de nitrate réductase, et de cytochrome oxydase. Elles ont des exigences nutritionnelles

nombreuses (acides aminés, peptides, sels, acides gras et glucides) (Holzapfel et al., 2001 ;

Gevers., 2002) .

Toutes les bactéries lactiques en utilisant les glucides, elles peuvent produire soit de :

- I‘acide lactique exclusivement (bactéries homolactiques strictes) ;

- I‘acide lactique et de 1°acide acétique (bactéries hétérolactiques facultatives);

- I‘acide lactique, de 1‘acide acétique ou de 1‘éthanol et de CO2 (bactéries

hétérolactiques strictes )(Vandamme et al., 1996).

Certaines espéces ou certaines souches peuvent en outre produire de 1‘acide formique ou de

1‘acide succinique (De Roissart et Luquet., 1994).

Tableau 01. Les différents genres de bactéries lactiques

Genres Cellules Fermentation ADN | Références
G-C
(%)
Forme | Arrangements
Streptococcus | Coques | Chaines Homolactiques | 34-36 | SCHLEIFER,1986
Leuconostoc Coques | Chaines Hétérolactiques | 36-43 | FARROW et al.,1989
Pediococcus Tétrade Homolactiques | 34-42 | SCHLEIFER,1986
Coques
Actobacillus Chaines Homolactiques | 32-53 | KANDLER et
Bacilles et WEISS,1986 a et b
hétérolactiques

(Bekhouche,2006)
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4-Habitat :

Les bactéries lactiques ont pour habitat de nombreux milieux naturels, des vegétaux
(Plantes et fruits), des animaux et des humains (cavités buccales et vaginales, féces et dans le
lait). Mais certaines espéces semblent s’adapter a un environnement spécifique et ne sont

guere trouvées ailleurs que dans leurs habitats naturels (De Roissart, 1986).

Les especes du genre Lactococcus sont isolées du lait ou des végétaux qui sont les réservoirs
naturels de la plupart de ses espéces. L’espéce Lactococcus lactis subsp. lactis est isolée pour la
premiére fois a partir du lait fermenté par Lister en 1873 et reconnue comme agent primaire de

I’acidification du lait caill¢). (Bergey’s manual., 2009)

Parmi les especes du genre Streptococcus, Streptococcus thermophilus est isolée du lait
pasteurisé, du matériel de laiterie et de levains artisanaux.
Les especes du genre Leuconostoc sont isolées du lait, des produits laitiers, des fruits,
des légumes (en particulier la betterave), des végétaux en fermentation (comme la
choucroute), des produits de la panification et des solutions visqueuses de sucre dans les

sucreries.

Les especes du genre Pediococcus sont présentes surtout dans les végétaux en décomposition,
parfois dans les boissons alcoolisées, le lait, les différents fromages (Parmesan et autres
fromages italiens) et les préparations culinaires (Saucisses, anchois salés ou sauce de
soja).(Bekhouche., 2006).
Les espéces du genre Lactobacillus sont présentes dans plusieurs milieux différents

dans le lait et les fromages (Lb. casei subsp. casei, Lb. plantarum, Lb. curvatus et Lb.
brevis), dans les laits fermentés (Lb. kefir, Lb. brevis et Lb. fermentum), dans les produits
végétaux fermentés, les marinades, ’ensilage, le vin et les viandes fraiches ou fermentées

(Lb. brevis, Lb. Curvatus, Lb. buchneri et Lb. san franscisco) (Demazeaud., 1996)
5-Classification :
5.1 Lactobacilles :

La connaissance des produits de fermentation permet I’identification des bactéries et sert a leur

classification, c’est le cas des souches du genre Lactobacilles que I’on range en deux groupes :

]
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5.1.1 Lactobacilles homofermentaires :

Ce genre de bactéries participe a produire par fermentation des qualités importantes de lactate.
Certains souches donnent jusqu’a 100% d’acide lactique en dégradant le glucose par la voie

EMP(Francois et Luquet,2008) , car elle possede une aldolase responsable de la réaction :
fructose-di phosphate .2 triose-phosphate
5.1.2 Lactobacilles héterofermentaires :

A coté de I’acide lactique, il est obtenu lors de la fermentation de 1’éthanol, du glycérol, de
I’acide acétique, et du gaz carbonique. En effet, comme ils sont incapable de synthétiser une
aldolase ; la dégradation du glucose débute par la voie du pentose jusqu'a la formation du ribose-

5 phosphate (Francgois et Luquet,2008).
5.2 Streptococaceae :Les streptococaceae sont classés comme sulit :
5.2.1 Homofermentaires :

Ces bactéries suivent la voie des hexoses di phosphates, les bactéries se présentent en cellules
organisées, en paires ou en chainettes. C’est des bactéries a catalase négatives et regroupent

surtout les Streptococcus.
5.2.2 Hétérofermentaires :

Ces bactéries suivent la voie des hexoses monophosphate, formant de 1’acide lactique levogyre,
du CO2 et de I’ethanol.Les bactéries se présentent en cellules organisées en paires ou en

chainettes. C’est des bactéries a catalase négative et regroupent surtout les Leuconostoc.
5.2.3 Lactobacillace :

Les Lactobacillus sont des bactéries gram+, pléomorphes, asporogene, immobiles en général,
cytochrome et catalase -, pour la plupart aérotolerantes et glucidolytiques. Leur exigences

nutritives sont grandes : vitamines et acides aminés surtout.
le genre lactobacilles est subdivisé en 3 sous genres :
Thermobacterium ,Strepobactérium,Betabacterium (Dolczil et al.,1982)

Les Thermobacterium et les Streptobacterium sont homofermentaires et en présence de glucose,

les Betabactérium sont hétérofermentaires (Riviere et Heslot,1979).
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6-Propriétés métaboliques :
6.1 Métabolismes carbonés des bactéries lactiques :
6.1.1 Transport du sucre :

Les carbohydrates fermentés en acides lactiques par les bactéries lactiques peuvent étre des
monosaccharides tels que les hexoses des pentoses (xyloses, ribose, arabinose), des hexitoles et
penitols(mannitol ,sorbitol,xylitol),ou des disaccharides.

La capacité & métaboliser les sucres est souvent fonction des souches. Cette faculté peut étre liée
a un plasmide, telle que la fermentexibilité du lactose chez lactococcus lactis , ou au contraire

associées au chromosome.

Le catabolisme du sucre fournit 1’énergie nécessaire a 1’anabolisme sous forme ATP et génére

des coenzymes réduits sous forme de NADH essentiellement (Francois et luquet.,2008)
6.1.2 Catabolisme de sucre :
6 .1.2.1 Voies métaboliques centrales :

L’une des caractéristiques des bactéries lactiques est qu’elles ne sont capables de cataboliser
qu’un nombre plutét réduit de source de carbone via des voies métaboliques linéaire

relativement simple (Francois et Luquet,.2008)
6.1.2.2 Voies métaboliques spécifiques des sucres :

Le glucose entre dans la glycolyse au niveau de glucose 6-phosphate(G6P) ; soit directement s’il
entre dans la cellule par le systeme PEP; soit apres une étape de phosphorylation par
glycokinase (Francgois et Luquet,.2008)

6.1.2.3 Voies métaboliques en aval pyruvate :

Chez les lactocoques et lactobacilles homofermentaires, le pyruvate est converti majoritairement
en lactate via le lactate déshydrogénase, cette réaction permettant la régénération des coenzymes

réduits. (Francois et Luquet.,2008)

]
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6.1.3 Métabolisme de I’acide malique :

La dégradation de I’acide malique en acide lactique peut étre accompagnée d’une production
d’acidité volatile, d’éthanol, d’acide succinique, d’acétoine et de diacétyle (Francois et
Luquet.,2008)

6.2 Métabolisme lipidique :

Les bactéries lactiques ne sont pas tres protéolytiques, elles ne sont pas non plus tres lipolytique

comparativement a d’autres especes bactériennes comme les Pseudomonas (Kalagridau,1984).

Néanmoins, des activités d’hydrolyse d’esters ont été mesuré a de nombreuseS reprises chez
Streptococcus thermophilus et lactobacilles que chez les Lactocoques (Formisona et al.,
1974 ;Crow et al.,1994 ;Francois et Luquet.,2008)

7. Bactéries lactiques spécifiques du yaourt :

La fermentation du yaourt résulte de 1’activité de deux ferments lactiques associés :Lactobacillus

bulgaricus et Streptococcus thermophilus.
Les deux genres sont micro aérophiles et supportent tres bien les milieux acides pH de 4a 5.
Dans le yaourt ils vivent en symbiose étroite.

La lecture associée des deux bactéries permet de produire d’avantage d’acide lactique.Le
Lactobacillus  favorise le développement de  Streptococcus avec son  activité
protéolytique.(Roger et Veisseyre,1979)

7.1 Lactobacilles bulgaricus :

C’est une bactérie lactique homofermentaire, elle se développe bien a45-50°c en acidifiant
fortement le milieu. Elle peut former a partir du lait jusqu’a 2,7% d’acide lactique
(Veisseyre,1979).La classification proposée par (Rogosa,1974), inclut Lactobacillus dans une
subdivision du genre Lactobacillus qui comprend les lactobacilles homofermentaires
thermophiles présentant une aldolase utilisant la glycolyse comme seule voie de fermentation et

ne pouvant se développer qu’a 45°C. (Figurel)
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Figure 1.Lactobacilus bulgaricus observé au microscope électronique a transmission

(x10000)

Caracteres physiologiques

Type muréine
Isomeére acide lactique
v' Arginine
v' Mobilité
Croissance

v albkCe

v a4sC°
hydrolyse esculine
C+G %

Lys .D.Asp
D ()

50

Tableau 02 .Caracteres physiologiques de
Luquet.,1993)

7.2 Streptococcus thermophilus :

Lactobacillus bulgaricus d’apres (Droissart et

(Droissart et Luquet.,1993)

Elle se multiplie bien a 37-40°C mais se développe encore a 50°C. C’est une espéece

homofermentaire thermorésistante qui suivie au chauffage a 60pendant 30minutes moins

acidifiante que 1’espéce précedente (Veisseyre,. 1979). Elle appartient au genre Streptococcus et

a la famille Streptococcaceae.(Larpent,1989) (Figure 2)
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Figure 02. Streptococcus thermophilus observé au microscope électronique a transmission
(x10000)

8. Exigences nutritionnelles des bactéries lactiques :
8.1 Exigences en acides amines :

Les protéines constitutives des bactéries sont des composes a haut poids moléculaires formes
d’acides aminés liés entre eux par liaisons peptidiques.les bactéries lactiques sont en principe
incapables d’effectuer la synthése de ces acides aminés et doivent par conséquent faire appel a

des sources exogenes pour assurer le métabolisme(Luquet,1986).

Les lactobacilles ont besoin d'histidine, de lysine,de leucine,de valine, de méthionine et de
glutamate (Messah et ovadah 1998).

8.2 Exigences en vitamines :

Les bactéries lactiques sont exigeantes aux vitamines surtout de type B. Les besoins des
bactéries lactiques en vitamines varient selon les espéces.Les lactobacilles ont besoin des

riboflavines (B2),de niacine (pp) et de pantothénate de calcium (Desmazeaud,1992).

Par contre, les streptocoques thermophiles ont besoin de I’acide pantothénique (BS5), de la

riboflavine, de la thiamine (B1), de la pyridoxine (B6) et de la niacine (pp) (Lenoir et al.,1992)
8.3 Exigences en bases azotés :

Chez les especes de lactobacilles plusieurs bases azotées sont indispensables, telles que
1’adénine, cytosine, désoxyguanine, thym dine et I’'uracile( Ladesma et al,1977).

Les streptocoques thermophiles présentent une exigence absolue pour I’adénine guanine, uracile

et xanthine.(Desmazeaud,1992)
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8.4 Exigences en sels minéraux :
8.4.1 Magnésium (Mg++) :

Le magnésium joue un rdle important pour les bactéries lactiques, c’est un activateur des
différentes réactions métaboliques (division cellulaire et stabilisation des acides nucléiques)
(Lenoir et al.,1992).

8.4.2 Manganése (Mn++) :

Les ions Mn?* interviennent dans la détoxication des cellules mise en présence de I’oxygéne

selon la réaction suivante :

2Mn?#*+20; —— »2Mn0O%*

2MnO2s — MnO2 + Oz + Mn*?
8.4.3. Calcium (Ca ++) :

Il intervient au niveau du complexe membranaire ATP ase en participant au transfert des protons
H+.Sa présence est nécessaire pour la prolifération des phages chez les bactéries lactiques au

moment de la lyse cellulaire (Wright et Klaenhammer, 1981).
8.4.4 Sodium (Na++) :

D’une maniére générale, le sodium exerce sélectif en stimulant la production de certains souches

de I’acide et en inhibant dans des autres souches (Desmazeaud,1992).
8.4.5 Potassium (K+) :

Il joue un réle dans le contrble de intracellulaire et la croissance, notamment des Inctobacillus

helviticus et Lactobacillus casei (Lenoir et al,1992).

10- Réle et intérét des bactéries lactiques
10.1 Domaine alimentaire :

10.1.1 Réle sur la structure et la texture :

L acidification du lait provoque la formation d’un caillé +ou- ferme selon les bactéries lactiques
présentes. Selon les produits, la texture recherchées est ferme (yaourt ferme)ou onctueuse(yaourt
brassé ; kéfir). Pour obtenir une consistance déterminée ;I’utilisation des souches plus ou moins
acidifiantes peut étre couplée a celle des souches productrices de polysaccharides (Satura et
Federighi., 1998).

¢
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10.1.2 Roéle dans la conservation :

Les principaux produits participant & la  conservation des produits sont:
- L’acide lactique : les bactéries lactiques ont un réle important dans I’inhibition des flores non
lactiques.

- Bactériocine :ces peptides antimicrobiens sont synthétisés par un tres grand nombre de souches
de bactéries lactiques, sont en généralement thermorésistantes.

10.1.3 Réle sur les caractéristiques organoleptiques :

La production en dehors de [I’acide Ilactique, d’autres produits tels que le
diacétyleetl’acétaldéhyde, est responsable des flaveurs caractéristiques des principaux dérivés du
lait (Boudjemaa., 2008).

10.2 Domaine de santé :

L’intérét des bactéries lactiques en matiére de santé humaine a été initialement proposé au
début du siécle, en 1907 par le Russe Metchnikoff, selon lui les Lactobacillus sp pouvaient

réduire la putréfaction intestinale en modifiant la flore intestinale.

Le role des bactéries lactiques sur la santé était dans le cadre des probiotiques. Les bienfaits des
bactéries lactiques sont de plus en plus étudiés, certains sont bien établis d’autres restes encore

contreverses :

-Améliore la digestion de lactose;

-Le traitent certaines infections ou diarrhées;

- Réduisent le cholestérol sérique et dé-conjuguent des sels biliaires;

- Rentrent dans 1’élaboration des vaccins (Calvez et al., 2009).

10.3 Les bactéries lactiques comme probiotiques:
10.3.1 Réle des probiotiques :
Le role des probiotiques est multiple dont:

-lls participent a D’activation de I'immunité et a la réduction d’allergies chez les sujets a
risque.
- La résistance a I’acide gastrique et a la bile, permet aux probiotiques de survivre dans le tube

digestif ou réside une partie de I’immunité.

-
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-Les probiotiques participent au développement du systéme immunitaire chez le nourrissons et
I’améliorent chez la personne agée en augmentant le nombre de phagocytes et de lymphocytes.
-Ils agissent également sur I’immunité en colonisant le tractus intestinal, réalisant ainsi « un
effet barricre » empéche d’une part la colonisation de 1’épithélium par des pathogenes et
renforce d’autre part 'immunité au niveau des muqueuses intestinales en augmentant la

production d’IgA et de mucus, défenses locales au niveau des muqueuses(Makhloufi., 2012).

11. Caracteres bio industriels des bactéries lactiques :

Les bactéries lactiques sont la base de la fabrication des différents produits alimentaires tels

que les produits laitiers (yaourt, fromage, ...), les produits carnés, et les produits végétaux

elles procurent une meilleure conservation pour ces denrées alimentaires transformées

&
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1- Généralité

Le genre Thymus est un des 220 genres les plus diversifies de la famille des labiées, avec
pour centre de diversité la partie occidentale du bassin méditerranéen (Morales, 2002). Comme
beaucoup de labiées elles sont connues pour leurs huiles essentielles aromatiques. L’espece la
plus connue est sans conteste Thymus vulgaris L, localement connu zaatar . En francais et
anglais par exemple, on emploie frequemment le nom du genre ( thym et thyme respectivement)

pour désigner 1’espéce Thymus vulgaris (Amiot, 2005).

Il existe une variation de la production des composés secondaires chez certaines espéces
végétales que 1’on appelle polymorphisme chimique. Cette variation peut étre quantitative ou
qualitative. Un grand nombre d’espéces possédent des individus dont les composés secondaires
varient quantitativement d’un individu a un autre. Par contre, les exemples de variation
qualitative, c'est-a-dire I’existence de chémotypes au sens strict dont les individus peuvent porter
des molécules de nature chimique différentes les un des autres, sont moins fréquents. C’est
notamment le cas de Thymus vulgaris qui exprime six formes de chémotypes différents, chaque
chémotype est nommé suivant le composant principal de son huile essentielle (exemples :
thymol(T), carvacrol (C),...) (Amiot, 2005).

2-Présentation et origine :

Le nom du thym (en anglais thyme) est la francisation de tymus qui désignait en latin tymun et en
grec (thymon) ; qui signifie odeur. Plante sacrée, tres recherchée dans I'antiquité, le thym était un
symbole de force chez les romains ; il était br(lé au cours des sacrifices et utilisé comme encens
dans les temples grecs. Le thym est originaire du bassin méditerranéen, il existe plusieurs espéces
de ce genre dans le monde, et sur celles qui sont actuellement connues, I'espéce Thymus vulgaris est
toutefois la plus répandue. Au Maghreb, on dénombre autres telles que : Thymus numidicus, Thymus

pallescens, Thymus ciliatus, etc (Richard, 1992).

Les autres espéces sont des plantes que 1’on regroupe sous le nom global de « serpolet ». Ce nom
dérive, via le provencale, du latin serpyllum qui désignait les tymus rampants (également serpillum

et serpllum). 1l vient du grec herpillos, désignant les plantes, (Couplan,2012).

Les thymus sont des plantes herbacées ou de petits buissons dont la base est ligneuse.lls poussent
bien en pot.Le genre thymus, appartenant a la famille des menthes, fédere environ 350 espéces,

largement originaire du bassin méditerranéen puisque 70 especes y sont communes.

=
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La majorité des especes de thymus poussent dans les rocailleuse de I’Europe et de 1’ouest de I’ Asie.
Il en existe plus de 200 cultivars dans les jardin ( Delachaux et Niestlé¢, 2008 ; Delachaux et
Niestlé, 2013).

2- Historique :

Dans divers pays d’origines, le thym était connu en qualité d’aromate depuis 1’ Antiquité, bien que
I’on ne sache pas avec exactitude quelles especes de thym étaient utilisées a cette époque.
Dioscoride ( 2° moitité de 1 * siecle) et Hippocrate (460 a 370 avJ-C).Le mentionnement déja
dans leur écrites. Ce sont les romains qui I’ont introduit en Angleterre. Comme de nombreuses
autres plantes médicinales et aromatique, son usage s’est repandu dans toute 1’Europe, des le début

du moyen Age fait grace aux moines bénédictins.

Le thym entre dans la composition de diverses préparations (alcoolature, vulnéraire, baume

tranquile.. ) et faisait aussi partie des esp eces vulnéraires ( Teuscher, 2005).(Figure 3)

Figure 03: Thymus vulgaris (Teuscher et al., 2005)
3-Classification

La classification de thymus vulgaris est illustrée dans le( tableau 3)

Tableau 03. Classification botanique de Thymus vulgaris(Teuscher et al., 2005)

Régne Plantes
Sous régne Plantes vasculaires
embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Dialypétales
Ordre Labiales
Famille Lamiacées
Genre Thymus
Espéce Thymus vulgaris L.
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4- Description botanique :

Le thym est un Sous-arbrisseau de 10-30 cm., d'un vert blanchéatre ou grisatre, tres aromatique ;
tiges ligneuses, dressées ou ascendantes, non radicantes, tortueuses, formant un petit buisson trés
serré ; rameaux tomenteux-blanchatres tout autour ; feuilles petites ,lancéolées-rhomboidales ou
linéaires, obtuses, enroulées par les bords, non ciliées a la base, couvertes en dessous d'un
tomentum dense et court ; fleurs rosées ou blanchatres, en tétes globuleuses ou en épis a verticilles

inférieurs écartés ; calice velu, a tube un peu bossu en avant a la base.

Les feuilles du thym sont plus au moins contractées et les inflorescences sont en faux verticilles. Le
calice quant a lui est tubuleux et la corolle est plus au moins exserte (Quezel et Santana, 1963)
(Figure 4)

Fleur

- Plante entiére

Fruit

Feuille

Figure 04 : Aspects morphologiques de Thymus vulgaris L(Iserin, 2001)
5-Répartition géographique :

Le thym est une plante qui est trés répandue dans le bassin méditerranéen : Maghreb, France,
Espagne, Italie. Aussi dans les montagnes d'Arabie du Sud-ouest et dans la péninsule de Sinai en

Egypte. Le thym pousse également en Sibérie et en Europe du Nord (Jalas, 1991).

Le thym est une plante répandue en Algérie, les différentes espéces qui y existent sont réparties le
long du territoire national, du Nord Algérois a I'Atlas saharien, et du Constantinois a I'Oranais
(Kabouche et al., 2005)
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Le thym est une plante originaire de 1’ouest des régions méditerranéennes (izcan et Chalchat,
2004) et aussi autochtone du sud d’Europe (Takeuchi et al, 2004). Plus précisement, le thym
commun préfére un sol Iégerement acide, bien drainé et rocailleux (calcaire), en plein soleil et au
sec, mais la plante se développe également sur un sol alcalin filtrant, 1éger ou compact (d’argile et
de limon) ou trés poreux (sableux), un peu humide et frais (Wikipédia,2008). La capacité de cette
plante a résister a de trés forte chaleur provient de son huile essentielle qui est produite la nuit et

s’évapore la journée ; c’est par cette action que la chaleur sera consommée (Wikipédia,2008) .
6- Composition chimique :

De nombreuses études ont révélé que les parties aériennes de Thymus vulgaris sont trés
riches en plusieurs constituants dont la teneur varie selon la variabilit¢ des conditions
géographiques, climatiques, de séchage, de stockage et des méthodes d’études (extraction et
détection). L’hybridation facile de 1’espéce méne a une grande variabilité intraspécifique, qui
affecte ’homogénéité du rendement d’extrait et sa composition en produits chimique (Balladin et
headley,1999; Amiot,2005)

La teneur en huiles essentielles de la plante peut varie de 5 a 25 ml/Kg et sa composition fluctue
selon le chémotype considéré (Bruneton, 1999);I’huile essentielle de Thymus vulgaris peut
renfermer environ 30 composés dont, les plus abondant sont respectivement: thymol (44,4 - 58,1
%),p-cymene(9,1-18,5%),U-terpinéne(6,9-18,%),carvacrol (2,4 - 4,2 %)et linalol (4,0 — 6,2 %).

La caractéristique de I'huile essentielle de Thymus vulgaris est surtout sa teneur élevée du
thymol(Guillén et Manzanos, 1998 ; Balladin et Headley,1999 ; Hudaib et al., 2002 ; Bouhdid
et al., 2006).(Tableau 4)

Tableau 04. Teneur en polyphénols (en ug EAG/mg d’extrait) dans 1’infusion aqueuse du
Thymus vulgaris (KuliSic et al., 2006)

Plante Phénols totaux | Flavonoides | Non- flavonoides | Catéchines | Anthocyanines
Thymus 333 25.0 8.3 1.2 6.7
vulgaris

La méthodologie habituelle pour etudier les dérivés flavonoidiques dans les plantes implique
les extractions successives employant plus d’un solvant, plusieurs étapes de fractionnement et
différentes techniques de chromatographie pour extraire, séparer, isoler, épurer et identifier les

composés d’intérét.(Tableau 4)

|
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7-Principes actifs du thym :

Parmi les principes actifs du thym, il est retrouvé:

- Les acides phénoliques :Dont I' acide caféique (Cowan, 1999),et I' acide rosmarinique (Takeuchi
et al, 2004)

-Les flavonoides : Représentes surtout I'hesperédine, eriotrécine, narirutine (Takeuchi et al, 2004),
et de lutéoline (Bazylko et Strzelecka, 2007).

- Les polyphénols : Dont principalement les tanins (Cowan, 1999 ; izcan et Chalchat, 2004).

8- Utilisation

Thymus wvulgaris est une des plus populaires plantes aromatiques utilisées dans le monde
entier, ces applications sont tres vastes et touchent le domaine alimentaire et celui de la médecine
traditionnelle (Adwan et al., 2006). De plus son huile essentielle est utilisée dans les industries

alimentaire, pharmaceutique et cosmétique (Jordan et al., 2006).

L’¢épice Thymus vulgaris est intensivement cultivé en Europe et aux Etats-Unis pour 1’usage
culinaire dans I’assaisonnement des poissons, volailles, des potages et des légumes (Ozcan et
Chalchat, 2004).La feuille et la sommité fleurie de Thymus vulgaris sont traditionnellement
utilisées par voie orale dans le traitement symptomatique de troubles digestifs tels que :
ballonnement épigastrique, lenteur a la digestion, éructation, flatulence ainsi que dans le traitement

symptomatique de la toux et de la bronchite (Bruneton, 1999).

La feuille est aussi employée en tant que branchospasmolytique, expectorant et antibactérie. La
tisane des feuille de Thymus vulgaris favorise le repos et le sommeil (Kitajima et al., 2004)

En usage local, elles sont traditionnellement utilisées en cas de nez bouché, de rhume, pour le
traitement des petites plaies apreés lavage abondant, pour soulager les piqlres d’insectes et les
douleurs rhumatismales, en bain de bouche pour I’hygiéne buccale (Poletti, 1988 ; Brunton,
1999) ainsi comme additif de bain préparé par décoction qui stimule I’écoulement de sang vers la
surface du corps humain, soulageant de ce fait la dépression nerveuse (Ozcan et Chalchat, 2004).
L’huile essentielle de cette plante entre dans les formulations de diverses spécialités

pommades antiseptiques et cicatrisantes, sirops pour traitement des affections des voies

respiratoires, préparation pour inhalation (Bruneton, 1999).

|
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9- Propriétés du thym :

Les propriétés du thym peuvent étre résumées comme suit:

-Assaisonnement des aliments et des boissons.

- Antiseptique,désinfectant dermique et un spasmolytique bronchique dont il est indiqué pour traiter
les infections des voies respiratoires supérieures.

- Propriétés vermifuges et vermicides (Bazylko et Strzelecka, 2007).

-Propriétés antivirales, antifongiques,anti inflammatoires,et antibactériennes dont une étude récente
a montre que les extraits méthanoliques et hexaniques des parties aériennes de Thymus vulgaris
inhibent la croissance de Mycobacterium tuberculosis (bactérie qui cause la tuberculose) (Jiminez-
Arellanes et al, 2006).

-Propriétés anthelminthiques (Al-Bayati, 2008).

-Propriétés antioxydantes (Takeuchi et al, 2004 ; Golmakani et Rezaei, 2008) en raison de ces
propriétés, le thym est utilisé comme un conservateur afin de prolonger la durée de conservation des

poissons Thunnus thymnus durant leur stockage (Selmiet Sadok, 2008).

10- Propriétés pharmacologiques et recherche en cours :

Les recherches actuelles réalisées sur les effets des extraits de cette plante sur différents
systéemes in vitro et in vivo ont ressorti plusieurs effets de grande importance pour la médecine,

la pharmacie et I’industrie moderne, dont les plus importants :

1- Effet antioxydants :

L’huile essentielle de Thym posséde des propriétés hépatoprotectrices mises en évidence in vivo sur
le rat intoxiqué au tétrachlorure de carbone (Jimenez et al,2009). Récemment, des propriétés
antivirales ont été également attribuées a 1’extrait fluide de Thym in vitro (Cristoffel et al, 1992) .

Des recherches menees dans les années 1990 en écosse ont établi les vertus potentielles de la
plante et de son huile essentielle, en prévention du vieillissement. Des études ont aussi indiqué
que Thymus vulgaris est un puissant antioxydant et assure éventuellement des doses élevées
d’acides gras essentiels dans le cerveau(lserin,2001).
L’huile essentielle de Thymus vulgaris a été testée pour son activité antioxydante par deux
méthodes différentes : la technique de décoloration de la caroténe et le test du DPPH
(Diphenylpicrylhydrazyl). Les résultats obtenus montrent que I’huile de Thymus vulgaris

témoigne d’une grande activité antioxydante in vitro (Bouhdid et al. 2006).

|
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2-Effet antimicrobiens:

L’huile essentielle de thym, riche en phénols, est douée de propriétés antibactériennes facilement
mises en évidence in vitro(Bruneton, 1999). L’huile essentielle de trois plantes dont Thymus
vulgaris a éte testee, par Bouhdid et ses collaborateurs (2006), pour leur activité antibactérienne, En
effet,I’huile de Thymus vulgaris témoigne d’une activité antibactérienne intéressante sur les

bactéries gram positives comme sur les bactéries gram négatives.

Par ailleur, monocytogenes, souche hautement pathogene, présente une sensibilité élevée a cette
huile.Des résultats similaires ont été obtenus par Ettayebi et ses collaborateurs (2000), qui ont
montré que 1’activité de 1’huile du thym a été plus efficace contre les bactéries gram positive (S.
aureus, S. pyogenes et S. pneumoniae) que contre les gram négative (E.coli ) (Bruneton, 1999).
D’autrepart ces mémes auteurs ont trouvé que cette grande activité de 1’huile essentielle de Thymus

vulgaris est reliée au thymol qui est composé majoritaire de cette huile.

3-Effet spasmolytique :

L’activit¢ spasmolytique de Thymus vulgaris est le plus souvent attribuée aux phénols de
I’huile essentielle. Lemli et Van Den Brouke (Bruneton, 1999) ont montré que si les phénols de
I’huiles essentielles de Thymus vulgaris s’opposent effectivement aux contractions provoquées sur
les muscles lisses du cobaye par I’histamine, 1’acétyle choline ou d’autres réactifs, leur
concentration dans les préparations aqueuses de la drogue est insuffisante pour justifier leur
activité. Ces auteurs ont montré que l’activité spasmolytique de ces préparations est liée a la

présence des polyméthoxyflavones.

11-Toxicité et effets indésirable

La toxicité aigue de I’huile essentielle est faible ( DL 50=4,7g/kg).Celle du thymol varie de 0.9g/kg
a 1.8g/kg selon I’espéce de rongeur considerée ( pour carvacrol, elle varie de 0,1 a 0, 8g/kg). Pure,
I’huile essentielle est irritante au niveau de la peau et, surtout, des muqueuses. On a observé de rares

réactions allergiques a I’huile essentielle de thymus vulgaris ( Bruneton, 2009)
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1. Objectifs :

Beaucoup d'études ont été réalisées au sujet de I'activité antimicrobienne des extraits de plantes ayant
des vertus thérapeutiques dans des journaux spécialisés de microbiologie ou présentées lors de
congrés scientifique d'aromathérapie. Ces activités sont liées essentiellement a la composition
chimique, aux groupes fonctionnels des composés majoritaires de ces extraits et a leurs effets

synergiques.
La problématique a double objectif :

Ces effets antibactériens nous ont conduit & poser la question suivante : « Est ce que l'utilisation des
extraits de plante comme adjuvant dans certains produits laitiers (tels les yaourts par exemple)
peuvent avoir un effet sur la croissance des ferments lactiques tels, que les Streptococcus
thermophilus et Lactobacillus bulgaricus qui présentent des intéréts variés (industriel et

nutritionnel) » ?

Pour cela, nous nous somme proposé d’essayer de connaitre le comportement in vitro des souches de
levains lactiques vis-a-vis des inhibiteurs de croissance tels les polyphénols, les flavanoides et bien
d’autres composés bioactifs contenues dans 1’'une des plantes autochtones poussant a 1’état sauvage
dans certaines régions du pays et tres largement utilisée en médecine traditionnelle par la population
a savoir le Thym (Thymus vulgaris).

D’une facon générale les objectifs escomptés a travers cette étude expérimentale s’articulent autour

de 2 points essentiels :

1- Procéder a une extraction des principaux composés bioactifs de la plante par usage d’un solvant

polaire a savoir le Méthanol.

2- Suivre les effets antimicrobiens de I’extrait au methanol de Thymus vulgaris sur les germes
Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgariccus en vue de comprendre le type d’action
inhibitrice que peuvent exercer les principaux composés bioactifs de thym obtenus par usage de

méthanol comme solvant d’extraction sur ces deux germes spécifiques du yaourt.
2. Région de prélevement et traitements préliminaires du matériel végétal

Le matériel végétal objet de 1’étude le Thym (Thymus vulgaris) a été prélevé le mois de Mars 2017,
dans la Wilaya de SETIF au nord d’Algérie. Un échantillon de 2 a 3 kg pris uniquement sur la
partie aérienne de I’espéce thymus vulgaricus a été récolté d’une maniére aléatoire dans la région de

(El Mawan) commune d’Ouricia ; Wilaya de Setif.(Figure 5)

.
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Figure5. Zone de prélevement du matériel végétal (données cartographique,google Maps,2017)

La matiere végétale a été ensuite étalée sur du papier aluminium, puis séchée a 1’air ambiant durant 2
semaines. Les échantillons séchés sont enfin broyés dans un broyeur a lame de cuisine puis mis dans

des bocaux hermétiques et conservés a sec (température ambiante) et a I'abri de I'humidité
3. Extraction des composés bioactifs

Selon Almas et Al-Bagieh (1999) et Almas (2001), les extraits a I’eau arrivent a agir en général
sur la croissance de certaines bactéries appartenant au genre Streptococcus a des taux d’extractions
de 5g/100ml de matiere végétale de Kikar (Acacia arabica) provenant du Pakistan et de 1’Arak

(Salvadora persica) d’Arabie Saoudite.

Pour I'extraction des principaux composés bioactifs tels les polyphénols contenus dans la Thymus
vulgaris on a opté pour l'utilisation d’une méthode décrite par (Sultana et al., 2009). Cette méthode
d'extraction n’est qu’un procédé d’extraction discontinu solide-liquide par macération et qui consiste
a laisser tremper le solide dans un solvant a température ambiante durant quelques temps et a extraire

les constituants solubles par évaporation du solvant sous vide.

L’extraction des composés bioactifs de la plante sera réalisée par usage de Méthanol comme solvant
d’extraction. Elle sera effectuée sur des prises d’échantillons de 10 g en triples répétitions de matiére
végétale broyée. Chaque échantillon de broyat de matiere végétale sera mélangé avec 100 ml de
solvant aqueux (80/20, solvant / eau, v/ v). L extraction par macération a froid de chaque mélange
sera laissee ensuite se poursuivre pendant 6 heures a température ambiante sous agitation. La durée

de I'extraction favorisera ainsi la dépolymerisation des principaux composeés constitutifs de la plante

-
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tels que la lignine ainsi que les substances pectiques et permet une meilleure solubilisation des

principaux composés bioactifs.(Figure 6)

Figure6.Extraction par macération
Les extraits hydro alcooliques obtenus seront filtrées en utilisant un papier filtre Whatman ayant une
porosité de 0,2um.(Figure7) et débarrasses des solvants par évaporation sous vide a 45 °C. (Figure
9)

Figure7.méthode de filtration des extraits hydro alcooliques de thymus vulgaris

Les extraits purs riches en composés bioactifs récupérés seront enfin dilués a 1’eau distillée stérile a
des taux variables de 0, 20, 40, 60, 80 et 100% (Extrait pur), respectivement (Figure 8)
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Extrait au méthanol de thymus vulgaris (solution mere)

00 ml dlextrait 2 ml dl extrait 4 n;d’extrait 6 ml d’extrait 8 ml d’extrait IJ ml d’extrait
+ 10 ml d’eau distillé  + 8 ml d’eau distillé + 6 ml d’eau distillé + 4ml d’eau distillé + 2 ml d’eau distillé + 00 ml d’eau
distillé

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

Figure 8. Concentrations des extraits de thymus vulgaris obtenus par macération

Figure9. Méthodes d’extractions des composées bioactif

4. Etude des effets antimicrobiens des extraits de thym

4.1 Activation des inocula microbiens :

L’¢tude concerne les deux souches pures de références et spécifiques du yaourt a savoir
Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus. Chaque espéce lactique sera tout d’abord
activée avant son utilisation expérimentale. Une prise de 0.25 g de la souche lyophilisée conservée
au froid a 4 °C est au préalable ensemencée dans 10 ml de bouillon nutritif, puis incubée a 37°C
durant 03 heures. 0,1 ml de cette derniére solution constituant la solution mere sera pris pour étre

ensemencée en surface d’une boite de Pétri contenant un milieu spécifique gélosé de croissance pour
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chaque espece microbienne (MRS ou M17) puis le mélange est incubé a 37°C pendant 24

heures.(Figure 10)

lactobacillus bulgaricus streptococcus thermophilus

N\ d

Souche lyophilisée conservée au froid a 4C°

L
0,25 g ensemencée dans 10 ml de bouillon nutritif

- ~.

(O
(O

Incubation 37C°/3h

0,1 ml de la solution mére est étalée dans une boite de
pétri contenant le milieu M17 pour les streptococcus
thermophilus et MRS pour les lactobacillus bulgaricus

— c——
MRS ™, | [Incubation37C®/24H | " M17

Figure 10.activation des deux souches streptococcus thermophilus et lactobacillus bulgaricus

4.2 Méthode de contact direct (Bourgeois et Leveau, 1980):

Une colonie issue d’une culture jeune de chaque espéce microbienne activée comme préalablement
sur milieu solide gélosé spécifique sera prélevée a 1’aide d’une anse a platine stérile, chacune sera
ensuite ensemencée dans un tube contenant 10 ml de bouillon nutritif, suivi d’une incubation a
37°C durant 03 heures. A partir de ces derniéres solutions dont chacune constitue une solution mere
d’une espece de bactérie lactique donnée, des dilutions décimales isotopiques croissantes dans I’eau
physiologique seront effectuées ; allant a 10" * pour respectivement les Streptococcus thermophilus et
les Lactobacillus bulgaricus. Des préléevements de 01 ml de chaque derniere dilution décimale seront
ensuite individuellement ajoutés a 09 ml de chaque extrait de thym dilu¢ a 1’eau distillée,

respectivement, a raison de 0, 20, 40, 60, 80 et 100%.

Les mélanges des solutions seront enfin ensemencés en triple essais (03 boites de Pétri) chacune en
surface a raison de 0.1 ml sur le milieu spécifique de croissance pour chaque espéce microbienne. La
lecture du nombre de colonies développé sera effectuée apres incubation des milieux ensemencés a
37°C pendant 24, 48 a 72 heures (Bourgeois et Leveau, 1980).(Figure 11)

-
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Figurell. Méthode de contact direct

4.3 Méthode des disques par diffusion sur gélose :
Les disques seront confectionnés a partir de papier filtre (Whatman n° 3), a raison de 6mm de
diametre. Pour éviter tous risques de contamination aux germes exogénes au cours de

I’expérimentation les disques seront stérilisés a 120°C pendant 15 minutes dans un autoclave.

Une colonie de chaque espéce lactique prélevée du milieu gélosé spécifique aprés activation sera
ensemencée dans 10 ml de bouillon nutritif ; ce mélange constituera la solution mére. Des prises de
volume de 1ml de cette derniere solution seront étalées séparément en surface de plusieurs boites de

Pétri contenant le milieu MRS ou M17 selon 1’espece microbienne étudi¢e. Trois disques imbibés

g
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pendant 5 minutes dans chaque extrait obtenu selon le solvant utilisé, ainsi que dans une solution
contenant un puissant antibiotique dont la Pénicilline, seront ensuite déposes successivement a la
surface de chaque boite de Pétri contenant le milieu gelosé spécifique ensemencé au germe lactique

approprié (Prescott et al., 2003).

La lecture des diamétres d’inhibition se fera aprés incubation des boites de Pétri a 37°C pendant 24,

48 a 72 heures a 1’aide d’un pied a colis (Guignar, 1998).

4.4 Détermination de la concentration minimale inhibitrice : CMI
La concentration minimale inhibitrice est la plus petite concentration en antibiotique, en
antifongique et/ou en principes composés actifs nécessaires pour inhiber la croissance d’un

microorganisme (Denis et al., 2011).

Dans le cas de notre étude, c’est les principes actifs des extraits de la matiére végétale du thym
obtenus par extraction aux différents solvants qui sont utilisés pour déterminer la concentration
minimale inhibitrice des espéces de germe spécifiques du yaourt (Streptococcus thermophilus ou
Lactobacillus bulgaricus). Ainsi, une colonie jeune de Streptococcus thermophilus ou de
Lactobacillus bulgaricus prélevée a I’aide d’une anse a platine dans 10 ml de bouillon nutritif sera
incubée pendant 03 heures a 37°C en vue d’obtenir les inocula. Des prises de 0,2 ml de chaque
inoculum seront introduites respectivement dans 2 ml de chaque extrait dilué¢ non pas avec de 1’eau

mais avec le bouillon Mueller Hinton.

Les mélanges des tubes contenant séparément chaque extrait préparé a différentes concentrations (0,
20, 40, 60, 80 et 100%) et I’inoculum de bactérie lactique seront ensuite incubés a 37 °C pendant 18
a 24 heures (Moroh et al, 2008). (Figurel2)

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

tube ou la valeur di sera égale a df (di = df).

Le taux de survie du microorganisme sera mesuré au spectrophotometre réglé a 560 nm comme

suit :

di- d;

S= X 100.
Df- D;

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

-df-di : différence de densité optique dans la solution phénolique ensemencée avant et
apreés incubation a 37°C durant 18 heures.

-Df-Di : différence de densité optique sans extraits deMentheavant et apres incubation a
37°C durant 18 heures (Kra et al., 2001 ; Zrihi et al., 2007).

01 colonie

Culture de la boulions nutritive
a 37°C durant 3 heures

2ml

|
.
:

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

- -
—~

L’extrait de thym est dilué par le milieu Mueller Hinton et non pas avec de 1’eaux distillé .

l

Lecture de la turbidité avant et aprés incubation des tubes a 37°C pendant 18 a 48 heures

Figure 12.détermination de la CMI
4.5 Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB) :

La concentration minimale bactéricide d’une espéce de germe lactique étudié représente la plus
petite concentration d’extrait de la plante qui laisse 0,01% au moins de survivant de I’inoculum

initial apres incubation (Moroh et al., 2008).
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Pour sa détermination, le tube témoin (inoculum) a été dilué a I’eau physiologique jusqu’a 107,
Cette dilution représente 0,01% de survie du microorganisme. Elle est ensemencée par strie de 5 cm
sur une Gélose Mueller Hinton puis incubée a 37°C pendant 24 heures. Le nombre de colonies de
bactéries obtenu sur la strie de la dilution 10* est comparé a celui de chaque tube expérimental
contenant I’inoculum, également ensemencé sur le méme milieu de culture en strie de 5¢cm et incubé
a 37 °C durant 18 a 24 heures. Ainsi, le premier tube expérimental dont le nombre de colonies

présent sur sa strie est inférieur ou égal a celui de la dilution 10 correspondra a la CMB.(Figurel13)

l 1 colonie

Les prises de 0,2 ml de
I’inoculum sont introduites
dans 2 ml de chaque extrait
dilue par milieu HM.

Préparation des dilution
décimales dans I’eau
physiologique allant jusqu’a
104

0,1ml 0 ,2ml

e R e e e e e e =
MN——1 o N—1 MN——1
0,2ml
10! 102 103 10% 0 % 20% 30 % 60 % 80 % 100 %

Incubation durant 24 heures a2 37 C

10! =10% de survie

‘-«-
4 10>=1% de survie

103=0,1% de survie
<+ 10%=0,01% de survie

Ensemencement de chaque Ensemencement de chaque extrait
dilution par strie de 5 cm sur par strie de Scm sur milieu HM et
milieu HM, et incubation de la incubation de la boite & 37°C
boite a 37°C pendant 18 a 24h. pendant 18 a 24 h.

Figure 13.détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)
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Résultats et discussion

1-Résultats
1-1 Lactobacillus bulgaricus :
1-1-1 Meéthode de contact direct.

Les effets des différentes solutions d’extrait bioactifs de thymus vulgaris sur la croissance de

lactobacillus bulgaricus sont représentés a travers la (figure 14)

En fonction des taux des extraits de thym variables de 20%, 40%, 60%, le nombre du germes

Lactobacillus bulgaricus connait un abaissement notables a 98.10* 83.10%,
5 7.10* UFC/ ml successivement par rapport au témoin qui a enregistré le taux le plus élevé

(149.10* UFC/ ml en moyenne).

La prolifération de ce microorganisme continue a diminuer (p<0,01) en présence d’extrait bioactifs
préparés a 60%, 57.10* UFC/ml.par ailleurs, les solutions d’extrait au méthanol préparés a plus de
80% ont exercé une action de type bactéricide sur lactobacillus bulgaricus; ainsi aucun

développement de cette espéce n’a été observés.

a. Extrait bioactif a 00% b. Extrait bioactif a 20% c. Extrait bioactif a 40 %

d. Extrait bioactif a 60% e. Extrait bioactif a 80% f. Extrait bioactif a 100% Ffigure

Figure 14. effet des extraits bioactifs de thym sur la croissance de lactobacillus bulgaricus.
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L’analyse de variance dévoile I’effet inhibiteur tres significatif des solutions d’extraits de thymus
vulgaris sur la croissance de lactobacillus vulgaricus

Tableau5. Effet des différentes dilutions d’extraits bioactifs de thymus vulgaris sur la croissance de

Lactobacillus bulgaricus.

Nombre de
Solutions colonies Effets de la
expérimentales (UFC/ml). Groupes homogenes concentration des
extraits au thym

] 0% 128.10* a

T

=S

IS 20% 84.10* b

> **

©

E & 40% | 52,33.10° c P<0.01)
= @ 60% 32,67.10% d

c

o

= 80% 0 e

1.

c

= 100% 0 e

=

o

O

note : ** : Effet hautement signi_ficatif du facteur étudié : concentration d’extrait de méthanol de thymus vulgaris ,
X : moyenne, n : nombre de répétition, p : seuil de probabilité, UFC : Unité Forment Colonie, a, b, c, d, :groupes
homogénes des comparaisons des moyennes deux a deux selon le test de Newman et Keuls.

1-1-2 Diamétres d’inhibitions
Les diametres d’inhibitions développés par les différents extraits de méthanol a base de bioactifs de
thymus vulgaris sont illustrés dans la (figure 15)

Les effets d’inhibition effectués par la méthode des disques montrent que le diametre de la zone
d’inhibition est d’autant plus remarquable que la solution est plus concentrée en extrait de méthanol
de thymus vulgaris . Le diamétre d’inhibition le plus faible (p<0,01) est réalisé avec un taux d’extrait
de thym de 20% et 40% et 60% , 5,67 , 7,33, 8,33 mm, en moyenne respectivement.

Par contre, le diamétre d’inhibition le plus élevé est obtenu avec les extraits bioactifs de thymus
vulgaris Préparés a 100% ; soit une valeur de I’ordre de 13,33 mm, en moyenne (p<0,01).

Le dernier diamétre d’inhibition de I’extrait pure de thymus vulgaris est comparable a celui de la
pénicilline (p<0,005); 17,33 mm en moyenne .Tandis que pour le témoin 0%, aucune zone
+d’inhibition n’a été détectée (Tableau6).

L’analyse de variance dévoile I’effet hautement significatif du facteur étudié (concentration des
extraits de thym) sur les variations des diamétres des zones d’inhibition chez I’espéce Lactobacillus
bulgaricus.

&
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Tableau 6. Effet des différentes dilutions d’extrait de Thymus vulgaris sur les variances des diameétres
d’inhibition chez Lactobacillus bulgaricus.

** - Effet hautement significatif, X : moyenne, n : nombre de répétition, p : seuil de probabilité, UFC : Unité
Forment Colonies ; a, b, ¢, d : Groupes homogéenes de comparaison statistique des moyennes deux a deux selon le
test de Newman et keuls.

Effets de la
Solutions Diametre concentration
expérimentales | d’inhibition = Ecarttype | Groupes homogeénes des extraits au thym
(mm)
S 0% 0 0 f
£
3aE3 20% 5,67 0,58 e
2 = .
= = 40% 7,33 0,58 d
s s
5 - P<0.01
S 2 60% 8,33 0.58 d ( )
>
S =
g 8 8% 10,67 0,58 C
(=
(5]
£ 100% 13,33 1,16 b
O
Pénicilline 17,33 1.16 a

a. Extrait a 20% b. Extrait a 40% c.Extrait a 60 %
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d. Extrait a 80% e. Extraita 100% f. Disque imbibé

Figurel5. Diamétres d’inhibition des solutions hydro-alcooliques de 1’extrait de thym , ainsi
que de la pénicilline chez Lactobacillus bulgaricus.

1-1-3 Taux d’inhibition :

Le taux d’inhibition de lactobacillus bulgaricus le plus faible (p<0,01) est réalisé avec la dilution
d’extrait de méthanol de thymus vulgaris préparé a 20% ; 32,69% en moyenne. Puis, les taux
d’inhibition sont rehaussés a des taux significativement plus élevé (p<0,01), varient de (42,31% et

48,08 %,) pour les extrait préparés a 40%, 60%, successivement.

Ensuite, les extraits préparés a 80 et 100% ont induit des résultats beaucoup plus important

comparativement a la solution précédente (p<0,01) ; 61,54%, 76,92% en moyenne respectivement.

La pénicilline a enregistré le taux d’inhibition révérenciel le plus élevé par comparaison aux

différentes solutions d’extraits de thym 100%(Tableau?).

L’analyse de variance montre I’effet majeur de la concentration d’extraits de thym (Thymus vulgaris)

sur la variation des taux d’inhibitions de 1’espéce Lactobacillus bulgaricus.(Tableau7)
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Tableau7. Effet des différentes dilutions d’extrait de Thymus vulgaris sur les variances des taux

d’inhibition chez le Lactobacillus bulgaricus.

Solutions Taux Effets de la
d’inhibition | Ecart type | Groupes homogenes concentration
experimentales (%) des extraits
au thym

@ 0% 0 0 f
?C:
= 20% 32,69 3,33 e
=
€
3= 40% 42,31 3,33 d
=) *%
@ >
€2 60% 48,08 3,33 d (P<0.01)
© £
cC
2= 80% 61,54 3,33 C
o
c
3 100% 76,92 6,66 b
S

Penicilline 100 0 a

** - Effet hautement significatif, X : moyenne, n : nombre de répétition, p : seuil de probabilité, UFC : Unité
Forment Colonies ; a, b, ¢, d : Groupes homogenes de comparaison statistique des moyennes deux a deux selon le
test de Newman et keuls.

1-1-4 Concentration Minimale Inhibitrice: CMI

L’extrait bioactifs préparé a 20% , 40% et 60% laisse un taux de survie de I’espéce bactérienne de
lactobacillus bulgaricus d’environ76,22,37 et 0,45 % Respectivement ; alors qu’a des taux d’extraits
des composés bioactifs supérieurs ce microorganisme s’aveére incapable de survivre aprés 18 heures

d’incubation a 37C°.

C’est a partir de I’extrait préparé a 80% que la croissance de lactobacillus bulgaricus s’annule d’une
maniére absolue ; cette concentration est retenue comme étant la concentration minimale inhibitrice
(figure 16, tableau 08.)
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Tableau 08.Evaluation de la concentration minimale inhibitrice d’extrait de Thymus vulgaris sur la

croissance de Lactobacillus bulgaricus.

La souche Densité Témoin Concentration des extraits de méthanol de
étudiée optique thymus vulgaris
0% 20% 40% 60% 80% 100%
di 0,020 1,18 1,647 | 1,854 1,988 2,001
Lactobacillus
bulgaricus df 0,458 1,513 1,745 | 1, 856 1,989 2,002
df-di 0,438 0,333 0,098 | 0,002 0,001 0,001
S (%) 100% | 76% | 22,37% 0 0 0
CMI CMI =80%

df-di : différence de densité optique dans la solution phénolique ensemencée avant et apres incubation a 37°C

durant 18 heures ;S : Taux de survie du microorganisme en %.CMI : concentration minimale inhibitrice .

1-1-5 Concentration Minimale Bactéricide(CMB) :

A travers la figure 16 il apparait que 1’extrait préparé a 20,40,60 et 80% n’a pas inhibé totalement la
croissance de lactobacillus bulgaricus .cependant I’extrait au méthanol de thymus vulgaris préparé a
40% a engendré un pourcentage de survie proche de 0,01% de I’espéce bactérienne lactobacillus

bulgaricus : cette solution a base des composés bioactifs de thym constitue donc la CMB .

I1 résulte enfin, a partir du rapport CMB/CMI obtenu et de I’ordre 1,33 I’extrait expérimentale exerce

un effet inhibiteur de type bactéricide sur I’espéce étudiée lactobacillus bulgaricus

-1
10 20%
10—2 40%
60%
1073
e 80%
100%

Figure 16 .Détermination de la concentration minimale bactéricide de 1’extrait Thymus vulgaris chez

Lactobacillus bulgaricus.
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Tableau 9.Action inhibitrice des extraits bioactifs de thymus vulgaris sur la croissance de lactobacillus

bulgaris
Désignation CMB CMmI CMB/CMI Type d’inhibition des
extraits bioactifs
Solution active
d’extrait de 60% 80% 0,75

thymus vulgaris

Normes

e D’apreés (olivier,2007) :

CMB/CMI 12 (effet bactéricide)
CMB/CMI >2 (effet bactériostatique)
e D’aprés ( Marmonier ,1990)
CMB/CMI <4 (effet bactéricide)
CMB/CMI>4 ( effet bactériostatique)

Bactéricide

1-2Streptococcus thermophilus

1-2-1 Méthode de contact direct :

Les résultats de I’effet d’extrait de méthanol de Thymus vulgaris sur la bactérie Streptococcus

thermophilus sont représentés dans le (Tableaul0).

Les extraits de méthanol du thym préparé a 20 et 40% révelent de faibles taux (p<0,01) de croissance

de streptococcus thermophilus par rapport a celui de témoin a base de 1’eau distillée stérile 82,67.10*
et 62,33.10* vs 131,67.10* UFC/ml .

La prolifération de ce microorganisme continue a diminuer (p<0,01) en présence d’extrait bioactif

préparé a 60% ;35.10* UFC/ml.par ailleurs les solutions d’extractions préparées a 80% on exercé une

action bactéricide sur streptococcus thermophilus ; ainsi aucun développement de cette espéce n’a été

observé.
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a. Extrait bioactif a 00% b.Extrait bioactif a 20%

d. Extait bioactif a 60% e.Extrait bioactif a 80% f.Extrait bioactif a 100%

Figure 17. Effet des extraits bioactifs de thym sur la croissance de streptococcus thermophilus

L’analyse de variance dévoile ’effet inhibiteur trés significatif des solutions d’extraits de thymus

vulgaris sur la croissance de streptococcus thermophilus (tableau 10)
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TableaulQ. Effet des différentes dilutions d’extrait de Thymus vulgaris sur la croissance de
Streptococcus thermophilus.

Solutions Nombre de Effets de la
colonies Groupes homogenes concentration des
expérimentales (UFC/ml) extraits au thym
= 0% 131,67.10" a
c
©
<
B 20% 82,66.10% b
E [%2]
c35 = *%
oS | 40% 62,33.10" c (P<0.01)
83
32 | 6% 35.10° d
© =
5s
=35 80% 0 e
=
o
e 100% 0 e
8

*
*

: Effet hautement significatif, X : moyenne, n : nombre de répétition, p : seuil de probabilité,
UFC : Unité Forment Colonies ; a, b, ¢, d : Groupes homogenes de comparaison statistique des
moyennes deux a deux selon le test de Newman et keuls.

1-2-2Diamétre d’inhibition :

Les diamétres d’inhibitions développés par les différents extraits de méthanol a base de bioactifs de
thymus vulgaris sont illustrés dans la (figure 18)

a. Extrait a 20% b. Extrait a 40% c. Extrait a 60%
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d. Extrait a 80% f. Extrait & 100% e. Disque imbibé de pénicilline

Figurel8.Effet des solutions d’extrait hydro-méthalonique de Thymus vulgarispréparées a (20,40, 60,

80,100%) et de la pénicilline sur le diameétre d’inhibition chez Streptococcus thermophilus

Les effets d’inhibition effectués par la méthode des disques montrent que le diamétre de la zone
d’inhibition est d’autant plus remarquable que la solution est plus concentrée en extrait de méthanol
de thymus vulgaris .

Le diametre d’inhibition le plus faible (p<0,01) est réalisé avec un taux d’extrait de thym de 20% et
40% et 60% ; 5,33, 6,67 , 8,33 mm, en moyenne respectivement.

Par contre, le diamétre d’inhibition le plus élevé est obtenu avec les extraits bioactifs de thymus

vulgaris Préparés a 80,100% ; soit une valeur de I’ordre de 10,67 et 12,67 mm, en moyenne (p<0,01).

Le dernier diamétre d’inhibition de ’extrait pure de thymus vulgaris est comparable a celui de la
pénicilline (p<0,005) ; 20 mm en moyenne .Tandis que pour le témoin 0%, aucune zone d’inhibition

n’a été détectée (Tableaull).

L’analyse de variance dévoile 1’effet hautement significatif du facteur étudié (concentration des
extraits de thym) sur les variations des diametres des zones d’inhibition chez I’espéce sreptococcus

thermophilus .
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Tableaull.Effet des différentes dilutions d’extrait de Thymus vulgaris sur les variances des diametres

d’inhibition chez le Streptococcus thermophilus.

Solutions Diameétre Effets de la
d’inhibition | Ecart type Groupes homogénes concentration
expérimentales (mm) des extraits au
thym
_ e 0% 0 0 f
T ©
=2 20% 5,33 0,58 e
c 2
33 40% 6,67 0,58 e
T 3| *x
c C
S 60% 8,33 0,58 d (P<0.01)
E ©
g c_% 80% 10,67 0,58 c
S+=
O'g 100% 12,67 0,58 b
Pénicilline 20 2 a

** - Effet hautement significatif, X : moyenne, n : nombre de répétition, p : seuil de probabilité,
UFC : Unité Forment Colonies ; a, b, ¢, d : Groupes homogenes de comparaison statistique des
moyennes deux a deux selon le test de Newman et keuls.

1-2-3 Taux d’inhibition :

Les taux d’inhibition de streptococcus thermophilus les plus faibles (p<0,01) sont réalisés avec des
extraits au méthanol de thym préparée a 20% et 40% ; 26,67%, 33,33% successivement en moyenne.

Les extraits préparés a 60%, 80% et 100% ont induit des résultats d’inhibitions plus ou moins
important comparativement au reste des solutions expérimentales ; 41,67%, 53,33% et 63,33% en
moyenne. La pénicilline a enregistré le taux d’inhibition réverenciel le plus éleve par comparaison aux

différentes solutions d’extraits de thym 100% (Tableau 12).

L’analyse de variance montre 1’effet majeur de la concentration d’extraits de thym (Thymus vulgaris)

sur la variation des taux d’inhibitions de 1’espece streptococcus thermophilus .(Tableaul2)
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Tableaul2. Effet des différentes dilutions d’extrait de Thymus vulgaris sur les variances des taux

d’inhibition chez le Streptococcus thermophilus.

Concentration Taux Ecart type Groupes homogénes Effets de la
d’extrait de d’inhibition. concentration
méthanol de (%) des extraits au

thymus vulgaris thym

@ 0% 0 0 g

é 0 f **
g 20% 26,67 2,887 (P<0.01)
“»

€ o

S 'S 40% 33,33 2,887 e

© «©

- 2
_
S> | 6% 41,67 2,887 d

X 5

@D e
T =
5= | 80% 53,33 2,887 c
g
= 100% | 63,33 2,887 b
e
8
Pénicilline 100 0 a

** - Effet hautement significatif, X : moyenne, n : nombre de répétition, p : seuil de probabilité,
UFC : Unité Forment Colonies ; a, b, ¢, d : Groupes homogenes de comparaison statistique des
moyennes deux a deux selon le test de Newman et keuls.

1-2-4 Concentration Minimale Inhibitrice : CMI.

L’extrait bioactifs préparé a 20% , 40% et 60% laisse un taux de survie de I’espece bactérienne de
streptococcus thermophilus d’environ35,11 Et 10,93 % Respectivement ; alors qu’a des taux d’extraits
des composés bioactifs supérieurs ce microorganisme s’avere incapable de survivre aprés 18 heures

d’incubation a 37C°.

C’est a partir de I’extrait préparé a 60% que la croissance de streptococcus thermophilus s’annule
d’une maniére absolue ; cette concentration est retenue comme étant la concentration minimale
inhibitrice (Figurel9, Tableau 13.)
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Tableaul3.Evaluation de la concentration minimale inhibitrice d’extrait de Thymus vulgaris sur la
croissance de Streptococcus thermophilus.

La souche Densité Témoin | Concentration des extraits a I'hexane de thym
étudiée optique
0% 20% 40% 60% 80% 100%
di 0,015 1,149 1,177 1,551 1,673 1,711
Streptococeus | g 0,058 | 1480 | 1,280 & 1553 | 1674 | 1712
thermophilus

df-di 0,943 0,331 0,103 0,002 0,001 0,001

S (%) 100 35,11% | 10,93% 0 0 0

CMI CMI = Extrait a 60%

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

incubation a 37°C durant 18 heures ; S : Taux de survie du microorganisme en %.

1-2-5 Concentration Minimale Bactéricide : CMB

A travers la figurel9 il apparait que I’extrait préparé a 20 et 40% n’a pas inhibé totalement la
croissance de streptococcus thermophilus .cependant I’extrait au méthanol de thymus vulgaris préparé
a 60% a engendré un pourcentage de survie proche de 0,01% de 1’espéce bactérienne Streptococcus

thermophilus : cette solution a base des composés bioactifs de thym constitue donc la CMB.

Il résulte enfin, a partir du rapport CMB/CMI obtenu et de I’ordre 1 1’extrait expérimentale exerce un
effet inhibiteur de type bactéricide sur I’espéce étudiée streptococcus thermophilus (Figurel9, tableau
14)

20%

40% 10

60% 107

80% 107

100% 10

Figure 19..Détermination de la concentration minimale bactéricide de 1’extrait Thymus vulgaris sur
leStreptococcus thermophilus

¢




Résultats et discussion

Tableaul4. Action inhibitrice des extraits bioactifs de thymus vulgaris sur la croissance de
streptococcus thermophilus .

Désignation

Solution active
d’extrait de
thymus vulgaris

Normes e D’aprés (olivier,2007) :
CMB/CMI <2 (effet bactéricide)
CMB/CMI >2 (effet bactériostatique)

e D’aprés ( Marmonier ,1990)
CMB/CMI <4 (effet bactéricide)
CMB/CMI>4 ( effet bactériostatique)

E
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2-Discussion

Cette étude a porté sur 1’évaluation de D’activité antibactérienne de 1’extrait bioactif de
Thymus vulgaris sur la croissance in-vitro de Streptococcus thermophilus et Lactobaccilus
bulgaricus deux bactérie spécifiques de yaourt (Makhloufi., 2012).

Les extraits de Thym ont induit des diminutions hautement significatives (P<0,01) sur la
croissance de Streptococcus thermophilus et Lactobaccilus bulgaricus. Par comparaison au
témoin, la régression de la croissance de c’est deux espeéces bactérienne étudiée commence a
apparaitre a 20% et 40% ; mais devient importantes surtout a 60% de 1’extrait .Par ailleurs,
aucun développement des Streptococcus thermophilus et Lactobaccilus bulgaricus n’est
observées en présence des extraits préparé a 80% et 100% .Ceci est du certainement a 1’effet

antibactérienne qu’exerce les extraits bioactifs sur les deux especes étudiés.

En effet, plusieurs auteurs ont confirmé la présence de plusieurs composés bioactifs
dans le Thym et qui possédent un effet d’inhibition avéré contre de nombreux

microorganismes (Bazylco et Strzelecka, 2007).

Plusieurs études portées sur le pouvoir antimicrobien de certains extraits de thymus vulgaris
ont tous révélé d’importantes activités chez de nombreuse bactéries.(Tabak et al,.1996 ,

Ettayebi et al., 2000, Thuille et al.,2003,Bouhdid et al.,2006)

De méme, I’extrait acétonique de Thymus vulgaris a montré une activité inhibitrice & une

concentration de 0.5 mg/ml contre la Mycobacterium tuberculosis(Lall et Meyer, 1999).

La méthode des disques a enregistré des résultats similaires entre 1’antibiotique (pénicilline)
et I’extrait au méthanol du Thym préparé a 100% ; 17,33 ; 20 mm respectivement en moyenne
pour les Lactobacillus bulgaricus 13,33 et 12,67 mm, en moyenne chez les Streptococcus
thermophilus.

Par ailleurs, Les extraits préparés a 40%, 60%, 80% et 100% ont marqué des taux
d’inhibition de Lactobacillus bulgaricus tres élevés variant de 42,31 & 76,92%, alors que celui

préparé a 20% enregistre une valeur trés faible de 32,69%.

Concernant les Streptococcus thermophilus il a été observé que les extraits prépares de 40
a 100% ont enregistrés des taux d’inhibition élevés variant de 33,33% & 63,33%, alors que

celui préparé a 20% a marqué une valeur de 26,67%

-
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Ainsi nos résultats montrent que 1’extrait bioactifs a préparé divers concentration et
manifeste une activité antibactérienne certaine sur la croissance in-vitro de Streptococcus
thermophilus et Lactobaccilus bulgaricus selon une relation dose-réponse .Cela nous permet
de déterminer les différents parameétres antibactérienne de ’extrait contre les deux especes
étudiées a savoir la concentration minimale inhibitrice(CMI) et la concentration minimale
bactéricide(CMB).

L’analyse de la CMI et la CMB montre que Streptococcus thermophilus est sensible
a60% d’extraites bioactifs de Thym avec un rapport de (CMI/CMB=1) ;par contre
Lactobaccilus bulgaricus est sensible a avec un rapport de (CMI/CMB=0,75) .D’apres
(Oliver,2007) étant donné que ce rapport est inférieur ou égale a 2 1’extrait a 1’éthanol exerce
donc un effet de type bactéricide chez les deux éspeces (St et Lb).(Marmonier,1990),rapporte
d’autre part que lorsque le rapport CMB/CMI d’une substance antibactérienne est inferieur
ou ¢égale a 4 ceci suppose qu’elle présente un effet bactéricide ;alors que si le rapport est
supérieur a 4 elle présente plutot un effet dit bactériostatique .Ainsi d’une fagon globale , les
extraites bioactifs expérimentales semblent exercer un effet bactéricide tres intéressant vis-a-
vis de c’est deux especes . Son incorporation dans le yaourt devra se faire a des concentrations

de moins de 20%.

Malgré que le pénicilline présenté le méme effet antibactérienne contre les deux souche
étudiées que le extrait bioactifs de Thym ;cette antibiotique peut présenté néanmoins des
toxicités graves surtout au niveaux rénale :rétention azotée avec augmentation de 1’urée
sanguin et perte d’électrolyte .D’ou I’intérét des chercher d’autre principes actifs des plante
médicinales dont ceux de Thymol pouvant se substituer aux traitements conventionnelles a
base notamment d’antibiotiques dans 1’usage abusif peut avoir des effets secondaires sue la

santé humaine (Amboise,1998)

A ce propos, il est bien établi que I’efficacité thérapeutique de thymol de Thym est utilisé en
cas de fatigue générale, comme anti-infectieux et pour le traitement de I’asthme (Bonnier et
al, 1990).

Ainsi, il apparait que les extraits bioactifs de 1’espéce végétale hydroéthanolique
Thymus vulgaris récoltées dans la région de Sétif I’est d’Algérie et obtenus par extraction par
macération ont inhibés la prolifération de Streptococcus thermophilus et Lactobaccilus

bulgaricus .

-
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Conclusion geneérale

Dans notre étude nous nous sommes intéressés a 1’effet antimicrobien des composés bioactifs
du Thymus vulgaris extraits de la plante par usage d’un solvant (Méthanol) sur les deux

germes spécifiques de yaourts Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus.

L’¢étude montrée que le degré d’inhibition dépend de la concentration utilisée d’extrait.
Ainsi, plus la concentration est importante plus 1’effet inhibiteur de ces bactéries sont

remarquables.

Les Diametres d’inhibitions les plus élevé sont réalises avec les extraits méthanoliques de
Thymus vulgaris a 60%, 80%, 100% ; alors que I’extrait aqueux ont présenté des résultats

moins élevées a ces niveau de concentration.

Les meilleur taux d’inhibition de Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus

sont également obtenus avec les extraits de Thymus vulgaris préparés a 60%,80%, 100%.

La Concentration Minimal Inhibitrice de la croissance de Streptococcus thermophilus
est observée avec la solution préparé a 60% de I’extrait de thymus vulgaris ; alors que la

Concentration Minimale Bactéricide est enregistrée a 60% de 1’extrait au méthanol de thym.

Par ailleurs, la Concentration Minimal Inhibitrice de la croissance de Lactobacillus
bulgaricus est déterminée avec la solution préparée aussi a 60% de I’extrait de thymus
vulgaris ; par contre la Concentration Minimal Bactéricide est enregistrée a 80% d’extrait au

méthanol de thym

Enfin, notre étude a montré que les extraits méthanoliques de Thymus vulgaris exercent un
effet de type bactéricide sur les deux bactéries étudiées Streptococcus thermophilus et

Lactobacillus bulgaricus.

En perspective, il serait fort judicieux de reconduire cette étude afin de confirmer les
résultats trouvés. Il est aussi tres intéressant d’essayer d’approfondir nos connaissances sur le
mécanisme d’action bactéricides et/ou bactériostatique des principaux composants extraits de
la plante Thymus vulgaris vis-a-vis deux germes spécifiques du yaourt a savoir

Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus.

.
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Résume

Ce travail a porté sur I’étude de ’effet des extraits au méthanol de Thymus vulgaris récolté
dans la wilaya de Sétif au nord Est d’Algérie sur les deux germes spécifiques du yaourt a
savoir Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus. Les principaux composés
bioactifs de Thym ont été extraits par macération d’une prise d’échantillon des matieres
végétales broyées dans une solution aqueuse de méthanol.

Apres évaporation sous vide du méthanol, Les extraits obtenus ont été dilués a
20% ,40%,60%,80 et 100%.Les mesures et contrbles ont éteé réalisés en triples essais et
concerné la méthode de contact direct, la méthode de diffusion sur disques, la CMI et la
CMB.

L’étude a montré que 1’accroissement des concentrations en extraits bioactifs de thymus
vulgaris a engendré une forte activité bactrienne contre Streptococcus thermophilus et
Lactobacillus bulgaricus ; avec des diametres d’inhibitions qui varient de 5,33 a 12,67 mm et
de 5,67 a 13,33 mm ;des taux d’inhibitions qui oscillent de 26,67 a 63,33 % et de 32,69 a
76,92 % est une croissance microbienne qui varie de 131,67.10* UFC/ml et de 128.10*
UFC/ml respectivement.

La concentration minimale inhibitrice et la concentration minimale bactéricide sont obtenues
avec I’extrait de thym préparé a 60% pour streptococcus thermophilus ; par contre La
concentration minimale inhibitrice pour Lactobacillus bulgaricus est obtenue avec 1’extrait
préparé a 80% et la concentration minimale bactéricide observee a 60%.Ainsi le rapport
CMBJ/CMI égale a 1 et 0,75 respectivement.

L’extrait au méthanol de Thymus vulgaris de Sétif semble exercer un effet de type
bactéricide sur les deux germes spécifiques de yaourt Streptococcus thermophilus et
Lactobacillus bulgaricus.

Mots clés: Thymus vulgaris ; Lactobacillus bulgaricus ; Streptococcus thermophilus ;
extrait ; activité antimicrobienne ; effet inhibiteur; CMB; CMI; Taux de croissance ;
Diameétre d’inhibition.



Abstract

This study examined the effect of methanol extracts of Thymus vulgaris harvested in the
wilaya of Setif in northeastern Algeria on the two specific germs of yoghurt, namely
Streptococcus thermophilus and Lactobacillus bulgaricus. The main bioactive compounds Of
Thym were extracted by maceration of a sample of the crushed plant material in an aqueous
methanol solution.

After evaporation in vacuo of the methanol, the extracts obtained were diluted to 20%, 40%,
60%, 80 and 100%. The measurements and controls were carried out in triple tests and
concerned the direct contact method, the diffusion method on disks, the CMI and the CMB.

The study showed that increasing concentrations of bioactive extracts of thymus vulgaris
resulted in strong bacterial activity against Streptococcus thermophilus and Lactobacillus
bulgaricus; With inhibition diameters varying from 5.33 to 12.67 mm and from 5.67 to 13.33
mm, with inhibition levels ranging from 26.67 to 63.33% and 32.69 to 76.92% is a microbial
growth which varies from 131.67.10* UFC / ml to 128.10* UFC / ml respectively.

The minimal inhibitory concentration and the minimum bactericidal concentration are
obtained with the thyme extract prepared at 60% for streptococcus thermophilus; the minimal
inhibitory concentration for Lactobacillus bulgaricus is obtained with the extract prepared at
80% and the minimum bactericidal concentration observed at 60%. Thus the CMB / CMI
ratio is equal to 1 and 0.75 respectively.

The methanol extract of Thymus vulgaris of Setif appears to exert a bactericidal effect on the
two specific germs of yoghurt Streptococcus thermophilus and Lactobacillus bulgaricus.

Key words:Thymus vulgaris; streptococcus thermophilus; Lactobacillus bulgaricus;extract;
antimicrobial activity; inhibitory effect;CMB;CMI; Rate of growth; Inhibition diameter.
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ANNEXES

L’objectif de cette partie d’étude est de préparer de milieux de culture dont les pouvoirs de
détection des flores bactérienne pourraient augmenter la capacité de mettre en évidence les
microorganismes qui ne s’adaptent pas ou s’adaptent avec les déférent extrait de Thymus

vulgaris.

Les milieux qu’on compte préparer sont des milieux spécifiques basés sur les éléments
constituant les milieux MRS et M17, Mueller Hinton : Extrait de levure, glucose extrait de
pomme de terre , gélose, peptone...etc.

Ces milieux peuvent etre rendus plus sélectifs et le développement des bactéries peut etre
aussi inhibé par 1’adjonction d’antibiotiques ( pénicilline) ( Guiraud, 2004 )

Meéthodes de travail

1- Préparation des milieux de culture

Il existe de nombreux milieux de culture qui permettre de développement, la conservation
, I’isolement, la sélection des micro-organismes. Ces milieux peuvent etre soit trouveés
dans le commerce sous forme de milieu préts a I’emploi, soit fabriqués en laboratoire.

IIs se devisent en milieux complexe de composition chimiques mal définie et en milieu
synthétiques de composition chimique définie. (Joseph Pierre Guirade ; 1998).

e Préparation de milieu M.R.S ( Man Rogosa et Sharpe, 1960)

Extraitde viande.............ooiiiiiiii e, 10g
Extraitde levure...........oooviiiiiiii 05¢g

Acétate de sodium .............ooiiii 05g inhibiteur
Phosphate bi potassique............o.oviiiiriiiiiieeeeen. 02g

Citrate de magnésium..........covuivtiniiiitiiiiiieaneieeeeenes 0.25¢g
Sulfate de Manganese. ...........oovviriiiiiiii e, 0.05¢g
GIUCOSE ..ttt 20g

TWEEN 80 ..o 01 ml : agent
sélectif

Eaudistillée .........ooiiii 1000 ml

PH o 05
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e préparation de milieu M17 (Terzaghi et Sandine,1975)

e cextrait deviande ... 05g

L 0% 0] 1) [P 2,5¢g
e peptone papainique de SOja.........ooeviiiiiiiiiiiiianinn.n 2,5¢
e peptone pepsique de viande .............ooiiiiiiiiiinii, 05g
o peptone de Casine...........o.eviniiiiiiiiiiiiiiiiieee 10g
o acide ascorbique.......ocvvvviiiiiiiiiii i 0,5g
@ ACIOSE. ...t 05g
e glycérophosphate de sodium..................ccooeviinnnnnnn. 19¢g
O MNES04 . i e 0,25¢

O AQAI- AT ..t 15¢g
e FEaudistillée .........ooeiiiiii 1000 ml

o PHo 7,1

c. preparation d’Agar Mueller Hinton

I’agar Mueller Hinton conditionnée dans des 20 boites 90mm, avec stabilité de 60 jour. C’est
un milieu nutritif conservé a 2-8C . utilisé pour tester la sensibilité ou la résistance des germes
pathogenes envers les antibiotique et les sulfamides par des testes de d’effusion. La gélose
Mueller Hinton est une gélose riche pour la réalisation de I’antibiogramme standard la
composition de ce milieux est :

o INFUSAL e VIANTE .. ..o 02,0g/1

e hydrolysantde cas€ine :............ccooviiiiiiiiiii 17,5g/1

©  AMIUON C. 1,5g/1

o Extraitdelevure i ..o 01g/1

L N T U0 T N 13g/1

O BaU i 1000 ml
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e Préparation bouillon de Mueller Hinton

Milieux Mueller Hinton et proposé en 1941 pour tester la sensibilité ou la résistance des
germes pathogene envers les antibiotiques et les sulfamides elle se compose de :

e Infusdtdeviande :..............cooiiiiii 02 ;00/l
e Hydrolysatde caséine :.................ccceceevevvenenenn 17,59/1
o AMIAON t. 01,511
e Extraitdelevure:.............cooiiiiiiiiii 01g/1
o BaU . 1000 ml
O PN 7,4

E. pénicilline G

v Définition

Antibiotique Beta-lactaminé de la famille des benzylpénicillines, la pénicilline G est utilisée
dans le traitement de graves infection, en injection.

v' Utilisation

Administrée par voie intraveineuse ou intramusculaire, la pénicilline G est utilisée dans le
traitement des infection plus graves que celles pouvant etre soignées par voie orale :
septicémies, gangréne gazeuse, infections dues aux germes sensibles, qu’il s’agisse de
manifestations respiratoires, stomatiques, cutanées , rénales, gynécologiques, digestives ou
méningeées.

v Propriétés
Découverte en 1928 par Alexandre Fleming, la pénicilline G est un antibiotique beta-
lactaminé de la familles des pénicilline. Il s’agit d’une toxine synthétisée avec des moisissures

du genre penicillium. La pénicilline G agit en inhibant la synthése de la paroi cellulaire des
bactéries, empéchant ansi leur multiplication.

v" Médicaments

Sous forme de poudre pour solustion injectable, la pénicilline G est le composant de
plusieurs médicaments : Benzathine Benzypénicilline Panpharma R 1,2MUI, Extencilline
1,2 MUI, 1,4 MUI et 600000 Ul, p pénicilline G Panpharma 5 MUl et 1 MUI .

v Précaution d’emploi

Si la pénicilline G peut etre utilisé chez les adultes comme chez les enfants, toute réaction
allergique caractérisée par de fiévre, de 1’urticaire ou encore une éosinophilie, impose
I’arrét du traitement. Cette substance est d’'une maniere générale contre —indiquée aux
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personnes souffrant d’allergie aux antibiotique béta-lactaminés sévere. Elle passe dans le
lait maternel et ne doit donc pas étre utilisée en cas d’allaitement. Enfin , la posologie doit
étre adaptée pour les personnes soufrant d’insuffisance rénale.

v'  Effets secondaires

A fortes doses, la pénicilline G est susceptible de provoquer des encéphalopathies
métabolique avec mouvements anormaux, troubles de la conscience et/ou crises
convulsives.

F. préparation de bouillon nutritif

e Extraitdelevure .............ooooiiiiii 02g/1
e Extraitdeviande ... 05g/1

e Peptone pancréatique...........ooeveviiniiiiiiiiiiiiann.. 10g/1

e Chlorure de sodium ...........cooieiiiiiiiiiiiiiieea., 05g/1
O P 7,4

G. préparation de I’eau physiologique

v' Définitions

L’eau physiologique a 0,90 pour cent est un diluant isotonique utilisé pour les dilutions ou la
réalisation de suspensions bactériennes.
v" Composition :

Ingrédients en grammes pour un litre d’eau distillée ou déminéralisee chlorure de
sodium :09

Les appareilles et matériels utilisés sont :

e Balance

e Bain-mariea45C

e Four pasteur

e Bec benzéne

e FEtuve.typea3d7C

e Broyeur

e Agitateur magnétique

e Agitateur-plaque chauffante.
e pH metre

e pipettes pasteur.
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Biotes pétrie

Papier filtre wattman N 3

Anse a platine.

Pompe a vide.

Autoclave : un autoclave est un appareil qui produit une vapeur d’eau saturée a une
température d’au moins 120°C afin d’assurer la destruction complexe des micro-
organismes. C’est la stérilisation en chaleur humide a 1’autoclave ou autoclavage.
Spectrophotometre UV-Visible
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