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RESUME

Cette étude a porté sur I’évaluation de I’effet inhibiteur des composée bioactifs
de Thymus vulgaris sur la croissance des deux souches spécifiques du yaought a
savoir : Streptococcus thermophilus et Lactobaccilus bulgaricus. Les principaux
composée bioactifs de Thym ont été extraits par macération d’une prise

d’échantillon des matieres vegétales broyées dans une solution aqueuse de méthanol.

Aprés évaporation sous vide du méthanol I’extrait aqueux est concentre a 0,
20,40, 60,80 et 100%.

Les mesures et les contréles suivants ont été testes sur les deux gérmes
Streptococcus thermophilus et Lactobaccilus bulgaricus (Taux de croissance, taux
d’inhibition, diameétre d’inhibition, CMI et CMB).

L’étude a montre que I’accroissement des concentrations en extraits bioactifs
de Thymus vulgaris a engendré une forte activité bactérienne contre Streptococcus
thermophilus et Lactobaccilus bulgaricus ; avec des diameétres d’inhibitions qui varient
de 04 a 09,667 mm et de 04, 33 a 10,33 mm ; des taux d’inhibition qui oscillent de
30,00 & 72,50% et une croissance microbienne qui varise de 140. 10° a 0 UFC/ml et
de 136. 10°a 0 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 Lactobaccilus bulgaricus est
obtenue avec I’éxtrait préparé a 80% et la concentration minimale bactéricide observée
a 60% .Ainsi, d’aprés le rapport CMB/CMI égale a 01 et 1,25 respectivement, les
extraits préparés s’averent exercer une action de type bactéricide sur les deux espéces

de bactéries étudiées .

Mots clés : Extraits bioactifs, Streptococcus thermophilus, Lactobaccilus bulgaricus,

CMI, CMB, Taux de croissance, Taux d’inhibition, Diameétre d’inhibition.
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Introduction générale

Depuis des milliers d'années, I'hnumanité a utilisé diverses plantes trouvées dans son
environnement, afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies. Ces plantes représentent un
réservoir immense de composés potentiels attribués aux métabolites secondaires qui ont
l'avantage d'étre d'une grande diversité de structure chimique et ils possedent un tres large
éventail d'activités biologiques. Cependant, I'évaluation de ces activités demeure une tache

tres intéressante qui peut faire l'intérét de nombreuses études.

Le continent africain est doté d’une biodiversité parmi les plantes les plus 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
éteé identifiees et beaucoup d’entre elles ont été 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 pourguoi nous nous sommes interessés a étudier I’espece
végétale Thymus vulgaris des labiées trés fréquemment employées dans le pourtour

méditerranéen.

Les bacteries lactiques présentent un grand intérét dans I’industrie. Elles sont largement
utilisees dans I’élaboration des produits alimentaires par des procédes de fermentations
lactiques. Les bactéries lactiques assurent non seulement des caractéristiques particuliéres
d’arbmes et de texture; mais aussi une bonne sécurité alimentaire. Cette securité est
favorisée grace a la production d’acides organiques (acides lactiques et acétiques) qui font

baisser le pH dans le milieu.

Les techniques de biologie moléculaires ont permi de mettre en évidence une forte
diversité génomique qui a conduit a la classification récente de treize genres
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, Weissala, Aerococcus,
Bifidobacterium (Carine et al, 2009).

Malgre la disponibilité de plusieurs techniques de conservation fiables et adéquates (ex.

réfrigération, congélation, stérilisation, séchage, préservation, etc.), la contamination et la
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détérioration des produits alimentaires par les micro-organismes n’est pas encore sous
contr6le. Par ailleurs, les consommateurs refusent de plus en plus les aliments préparés avec
des agents conservateurs d’origine chimique. Ainsi, les industries agroalimentaires se tournent
de plus en plus vers des techniques de preservation plus douces qui peuvent conduire a
I’obtention d’aliments sécurises mais présentant un aspect plus naturel et une qualité nutritive

affectée au minimum.

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 sur I’étude des L’effets antimicrobien des extraits au
éthanol aqueux de Thymus vulgaris (thym) récolté dans les régions de Sétif sur les germes

spécifiques du yaourt a savoir Streptococcus thermophilus et Lactobaccillus bulgaricus.

L'objectif de notre travail vise a 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 d’ordre phytochimique basé principalement sur I'extrait et la quantification

des principaux actifs de I’extrait.

Le second aspect est consacré a une évaluation de I'activité antibactérienne (bactéricide
ou bactériostatique) qu’exercent leur efficacité des extraites de Thymus vulgaris contre la
prolifération des deux souches spécifique du yaought ; I’efficacité des contre Sterptoccocus

thermophilus et Lactobaccilus bulgaricus

La présentation des résultats de ce travail sera précédée d’une synthése
bibliographique reprenant les connaissances actuelles sur les bactéries lactiques et le Thymus

vulgaris.

La seconde partie du manuscrit présente le matériel et les méthodes utilisés pour
réaliser 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.
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Les plantes médicinales donne le Thymus vulgaris fréquemment perdurant en
Algérie restent une source fiable des principes composés bioactifs connus pour leurs

propriétés thérapeutiques.

Ces composés considéres comme des agents antioxydants de premiers ordre
peuvent étre employées a la prévention de nombreuses maladies telles que les

maladies cardiovasculaires.

Notre pays possede une biodiversité immense dont chaque plante se caractérise
par un réservoir assez important de métabolites secondaires avec des speécificités
thérapeutiques et pharmacologiques particuliéres qui demandent d’étre exploitées en

médecine.

Il est important donc d’essayer de exploiter ce patrimoine en vue de :

o Déterminer de nouvelles substances bioactives naturelles pouvant répondre aux
differents probléemes de santé et d’étre une alternatif aux médicaments
synthétiques ;

e Développer des médicaments intiradicalaires a base des plantes, doués d’une
activité antioxydante.

o Realiser des études approfondies et complémentaires de I’activité antioxydant
et antibactérienne des composés poly phénoliques en général et des flavonoides

en particulier.

Les bactéries pathogenes sont a I’origine de diverses pathologies et intoxications
alimentaires, c’est pourquoi les antibiotiques ont été utilisés pour les éliminer. Ceci a
conduit a I’émergence du phénomeéne d’antibiorésistance menacant la santé publique.
Pour faire face a ce probleme les études sont actuellement orientés vers la recherche de
substances naturelles entre autres les extraits des plantes médicinales des bactéries

lactiques.

Quant aux bactéries lactiques ils sont largement utilisées dans I’industrie
alimentaire, en tant que starters dans les proceédés de fermentations afin de répondre

aux exigences croissantes des consommateurs en produits alimentaires moins traités
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et exempts de conservateurs chimiques. Leur apports bénéfiques consistent a
I’amélioration de la qualité des produits fermentés en y développant certaines
caractéristiques organoleptiques, sans altérer le godt ni I’odeur, et en augmentant leur
durée de conservation. Cette préservation est conférée par la production de plusieurs
métabolites ayant une activité antimicrobienne tels que les acides organiques, le
peroxyde d’hydrogene, le dioxyde de carbone, la reutérine, le diacétyl et les
bactériocines (Dortu et Thonart, 2009; Moraes et al., 2010 ).

L’intérét des extraits des plantes médicinales et des bactéries lactiques réside
d’une part dans leur effet antimicrobien a spectre large ou étroit et d’autre part dans
leur sdreté pour la santé humaine, vue leur sensibilité aux protéases digestives, et leur
non toxicité pour les cellules eucaryotes. Ces composes bioactifs ont la capacité de
cibler sélectivement les bactéries pathogenes ou altérantes, sans pour autant inhiber les
bactéries indispensables. Ces substances bioactives présentent également une grande
tolérance aux variations de pH et aux traitements thermiques (Dortu et Thonart,
2009).

-




Chapitre I : Generalités sur les bactéries lactiques

1-Historique

Bien avant que I‘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 I‘époque des grandes découvertes de la
microbiologie, a la fin du 19éme siecle, 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 I*acidification du lait et de la maturation de la créme (De Roissart
et Luquet, 1994).

2-Définition des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont un groupe hétérogene 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 morphologies (Voir figures 1a et 1b) ayant pour
caractere commun leur capacité a fermenter le lactose en produisant de I’acide lactique
(Novel, 1993).

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

acides organiques (acide acétique, acide formique.) (Raynaud , 2006).
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a/ Lactobacillus Rosell-11 observé au microscope b/ Leuconostoc lactis observé a
I’électronique a transmission (M.E.T.) (x10000). M.E.T. (x 10000)

Figure 1. Lactobacilles Rosell-11 observé au microscope électronique a transmission
(M.E.T.) (x20000). 1b. Leuconostoc lactis observé au M.E.T. (x 10000).

3-Habitat

Les bacteries lactiques ont pour habitat de nombreux milieux naturels, des
vegétaux (Plantes et fruits), des animaux et des humains (cavités buccales et vaginales,
feces 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 premiere fois a partir du lait fermenté par Lister en 1873 et
reconnue comme agent primaire de I’acidification du lait caillé) (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 espéces du genre Lactobacillus sont présentes dans plusieurs milieux

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

franscisco) (Demazeaud., 1996).

4-Caractéristiques generales
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 (a I’exception des
bifidobactéries (Ammour., 2004). ce sont des procaryotes, hétérotrophes et chimio-
organotrophes. A quelques exceptions pres, les bactéries lactiques sont généeralement
Gram positif, immobiles, asporulées, anaérobies mais aérotolérantes, (voir tableau 1),
et ne possedant 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 :
> L‘acide lactique exclusivement (bactéries homolactiques strictes).
» L‘acide lactique et de I‘acide acétique (bactéries hétérolactiques facultatives).
» L‘acide lactique, de I‘acide acétique ou de I‘éthanol et de CO2 (bactéries
hétérolactiques strictes) (Vandamme et al., 1996).
Certaines especes ou certaines souches peuvent en outre produire de I*acide

formique ou de I‘acide succinique (De Roissart et Luquet., 1994).

5- Classification des bacteries lactiques

Traditionnellement, les bactéries lactiques ont été classees sur la base des
propriétés phénotypiques : la morphologie, le mode de fermentation du glucose, la
croissance a différentes températures, I‘isomére de I'acide lactique produit et la
fermentation des différents hydrates de carbone (De Roissart et Luquet., 1994;
Holzapfel et al., 2001) .
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Tableaul. Quelques caractéristiques des bactéries lactiques.

Coques Bacilles

. Bifidobacterium | Lactobacillus | Pediococcus | Streptococcus
Caracteristique
Formation des t +
tétrades
Production de t
gazb - -
Croissance a10°C | ,c t t
Croissance a _ t t t
45°C
Croissance dans | NDd t -
6.5% NaCL NDd
Croissance dans t t -
10% NaCL
CroissanceapH | ND -

4,4ND

Notes :

( Axelsson ,2004)

+ . Positif ; - : négatif ; + : reponse variable selon les espéces ; ND : non déterminé.

b : Type de fermentation du glucose : homofermentaire (-) ou hétérofermentaire (+).

c : Faible quantité de CO2 produite selon le milieu.

d : Peuvent ne pas se developper dans 8% NaCL.

Les bactéries lactiques sont définies comme des bactéries qui fermentent le

glucose pour produire surtout l‘acide lactique. Cependant cette définition couvre plus

de taxa que ceux désignés par bactéries lactiques. C*est surtout leur importance dans la

fermentation des aliments et produits alimentaires (viandes, végétaux, fruits, poissons,

produits laitiers et ensilage) qui les délimite (Vandamme et al., 1996).

Actuellement,

les bactéries

lactiques regroupent treize genres bactériens

différérent ; Lactobacillus, Bifidobacterium Leuconostoc, Lactococcus, Enterococcus,
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Streptococcus, Pediococcus, Carnobacterium, Oenococcus Weissella, Aerococcus,

Tetragenococcus, Vagococcus (Carine et al., 2009).

Les principaux genres des bactéries lactiques décrits dans les paragraphes
suivants sont classés dans le méme phylum, classe et ordre :
» Phylum BXIII : Firmicutes.
» Classe | : Bacilli.
» Ordre Il : Lactobacillales.
Seuls varient les familles et les genres qui seront précisés dans chaque partie

Le tableau 2 représente les différents genres de bactérie lactique.

Tableau 2. Quelques genres de bactéries lactiques.

Genres cellules ADN Réferences
fermentation | G+C(%)
forme | Arrangements
Streptococcus | Coques | Chaines Homolactiques | 34-46 Schleifer,
1986
Leuconostoc | Coques | Chaines hétérolactiques | 36-43 Farrow et
al, 1989
Pediococcus | Coques | Tétrades Homolactiques | 34-42 Schleifer,
1986
Lactobacillus | Bacilles | Chaines Homolactiques | 32-53 Kandler et
et Weiss
héterolactiques 1986

(Bekhouche , 2006)
6-Les coques lactiques
Elles appartiennent a la famille des Streptococcaceae. Les cellules sont groupées
en paires ou en chaines et de longueurs variables. La différenciation des genres est
basée sur I’arrangement des cellules et sur le type de fermentation lactique (homo ou
hétérolactique).

Les coques lactiques ont des exigences nutritives parfois complexes. Certains

ont des activités protéasiques et peptidasiques. Actuellement, ils regroupent les

]
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genres : Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus,
Aerococcus, Oenococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, Weissella (Stiles et
Holzapfel., 1997).

Les genres Enterococcus, Lactococcus et Streptococcus : lls étaient anciennement
groupés en un seul genre Streptococcus. Ils sont tres frequents dans I’industrie
alimentaire comme contaminant et surtout comme agents de fermentation
homolactique (avec production d’acide lactique de type dextrogyre). lls sont tres
exigeants sur le plan nutritionnel et se développent bien a 37 °C. Parmi le genre
Streptococcus, le groupe viridans comprend les agents d’acidification fréquents dans
certains fromages et yaourts comme le cas de I’espéce Sc. thermophilus. . Les
Enterococcus composes de streptocoques fecaux (Enterococcus faecalis et

Enterococcus faecium).

Selon Guiraud (1998), le genre Lactococcus est représenté par les especes
suivantes : Lactococcus Lactis subsp. Cremoris, Lc. Lactis subsp. Lactis et Lc. Lactis
subsp diacetylactis. (Bekhouche., 2006).

7- Les voies fermentaires des bactéries lactiques

7-1 Définition

La fermentation est un processus produisant de I’énergie par oxydation de
composés organiques, principalement des glucides, ou un donneur d’électron, NADH
cede ses électrons a un accepteur endogéne, le pyruvate Dans la respiration les
électrons sont donnés a un accepteur exogene, I’oxygene pour la respiration aérobie et

le nitrate ou le sulfate pour la respiration anaérobie. (Prescott et al., 2003) .

7- 2 Voies fermentaires générales des métabolismes carbonés

Les bactéries lactiques utilisent principalement I’une des deux voies majeures du
métabolisme des sucres (Figure 4). 1l s’agit des voies homofermentaires (Embden-
Meyerhoff- Parnas, EMP) et hétérofermentaire (voie des pentoses-phosphate). Ainsi,

les bactéries lactiques sont divisées en deux groupes principaux d’especes homo ou
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hétérofermentaires selon la nature et la concentration des produits terminaux issus de

la fermentation du glucose.

Bifide Homofermentaire Hétérofermentaire
ATP ATP
ADP ADP
ADP glucose-6-P glucose-6-P
- ATP
acetyl-P
> fructose-6-P 6-P-gluconate
£ ATP
erythrose-4-P T i\\
fructose-1,6-diP ribulose-5-P

v
sedoheptulose-7-P R P
glyceraldehyde-3-P « XYylulose

) <> dihydroxyacetone-P
ribose-5-P
I xylulose-5-P 1,3-biP-glycerate acetyl-P
2 ADP P
] 2 ATP l acetate
ribulose-5-P acetyl-P 3-P-glycerate acetyl-CoA
A\DP
lC;I.-“\TP
2-P-glycerate acetyldehyde
% i
phosphoenolggrpruvate éthanol
lc) ATP
pyruvate

(Makhloufi, 2012)

Note :
ATP : adénosine triphosphate, ADP : adénosine diphosphate.
NAD+/ NADH, H+ : Couple oxydant/réducteur du nicotinamide adénine di

nucléotide,Pi : phosphate inorganique.

Figure 2. Représentation schématique des principales voies de fermentation des

hexoses chez les bactéries lactiques.

7-2-1- VVoie homofermentaires
Les bactéries lactiques homofermentaires comprennent les espéces de
lactocoques, pédiocoques, ainsi que certains lactobacilles. Cette voie conduit dans des

conditions optimales de croissance a la production de deux molécules de lactate et

.3
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deux molécules d’ATP par molécule de glucose consommée (Thompson et Gentry-
Weeks., 1994). Des sucres autres que le glucose peuvent également étre fermentes via
cette voie : monosaccharides, disaccharides, hexitols. Ces micro-organismes
présentent un metabolisme de type homolactique lorsque le lactate représente plus de
90 % des produits de fermentation. Dans certaines conditions de croissance (certains
sucres, limitation carbone.), le métabolisme de ces bactéries se diversifie vers un
métabolisme mixte avec production en plus du lactate, de formiate, de CO2, d’acétate

et d’éthanol (Cocaign-Bousquet et al, 1996).

La fructose-1,6-bisphosphate aldolase (FBA), est une enzyme clé présente chez
toutes les especes homofermentaires et indispensable au fonctionnement de la voie
EMP. Cette enzyme catalyse la réaction menant a partir du fructose-1,6-bisphosphate
(FBP) a deux molécules a 3 carbones, le dihydroxyacétone-phosphate (DHAP) et le
glycéraldéhyde-3-phosphate (GAP).

7-2-2- Voie héterofermentaires

Les bactéries lactiques qui fermentent le glucose en produisant, en plus de
I’acide lactique (moins de 1,8 moles par mole de glucose), de I’acétate, de I’éthanol et
du CO2 sont dites hétérofermentaires (Thompson et Gentry-Weeks, 1994). Les
groupes principaux de bactéries présentant ce type de metabolisme sont les

Leuconostoc et certains lactobacilles.

8 - Rdle et intérét des bactéries lactiques

8-1- Domaine alimentaire
8-1-1- Rodle sur la structure et la texture

Se sont les laits fermentés, I’acidification 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 brasseé ; 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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8-1-2- Rdle dans la conservation

Les bactéries lactiques ont un réle important dans I’inhibition des flores non
lactiques. *production de bactériocine : ces peptides antimicrobiens sont synthétisés
par un trés grand nombre de souches de bactéries lactique, ils sont généralement

thermorésistantes (Satura et Federighi., 1998).

8-1-3 : réble sur les caractéristiques organoleptiques
Par production en dehors de I’acide lactique, d’autres produits tels que le di
acetyle et I’acétaldehyde, qui responsable des flaveurs caractéristiques. (Boudjemaa,
2008).

8-2 Domaine de santé

L’intérét des bactéries lactiques en matiere de santé humaine a été initialement
proposé au début du siecle, en 1907 par le Russe Metchnikoff, selon lui les
Lactobacillus sp pouvaient réduire la putréfaction intestinale en modifiant la flore
intestinale. Le rble 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 pas encord :

*Améliore la digestion de lactose.

*Le traitement de certaines infections ou diarrhees.

*Diminution du cholestérol sérique et dé-conjugaison des sels biliaires.

*Utilisation dans I’élaboration des vaccins (Calvez et al., 2009).

8-3 Les bactéries lactiques comme pro biotiques

Les probiotiques sont définis comme des micro-organismes vivant qui lorsqu’ils
sont ingérés en quantité appropriés ont un effet bénéfique sur la santé de I'néte (FAO.,
2001) ils contiennent uniquement les microorganismes non pathogenes. De nombreux
microorganismes sont considérés comme probiotiques, parmi eux des bactéries
lactiques telles que Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium
longum, Lb. acidophilus, Lb. bulgaricus, Lb. casei, et Streptococcus thermophilus (Sc.
thermophilus). Lb. bulgaricus et Sc. Thermophilus sont les premiéres souches

bacteriennes qui ont été utilisees pour la fabrication de yaourt (Makhloufi., 2012).
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9- Les caractéeres bios 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 carnes, et
les produits végetaux, aussi elles procurent une meilleure conservation pour ces
denrées alimentaire. Ainsi elles sont dotées de plusieurs pouvoirs (Satura et
Federighi., 1998).

10-Exemple de produit fermenter

10-1-Les Yaourts (Yoghourts)

Selon la définition donnée en 1977 par I’OMS, le Yourt ou yaghourt est le produit
de la coagulation par « fermentation lactique acide due a Lactobacillus bulgaricus et a
Streptococcus thermophilus d’un lait ou lait pasteurisé (ou concentré, partiellement
écrémé, enrichi en extrait sec...) avec ou sans additif. Les microorganismes du produit

final doivent etre viable et abondants » (Leyral et Vierling ., 2007).

La flore des yaourts naturels tels qu’elle a été étudiée en Bulgarie et en
Yougoslavie est beaucoup plus variée. On y a isolé et identifié une certaine de souches
microbienne différentes. Certaines d’entre elles sont indésirables car elles modifient
I’aspect ou le gout du yaourt. En fait, Lactobacillus bulgaricus et Streptococcus
thermophilus sont les seules especes indispensables. Elles acidifient le lait par
fermentation homolactique du lactose. L’ acide lactique est donc le produit principal de
la transformation. Des quantités plus faibles d’autres substances sontprésentes :
éthanol, éthanal, acétone, butanole2, et concourent aux qualités organoliptiques du
produit (Leyral et Vierling ., 2007).

Lactobacillus bulgaricus possede, en outre, une activité protéolytique et
lipolytique modéree et transforme partiellement la caséine et les graisses du lait. Les
produits d’hydrolyse de la caséine donnent au yaourt un gout de peptone (Leyral et
Vierling ., 2007).

Lactobacillus bulgaricus et Streptococcus thermophilus sont des especes

symbiotiques : les acides aminés produits par I’hydrolyse de la caséine stimulent la
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croissance du Streptocoque. Tandis que [I’acidification engendrée par son
développement place Lactobacillus bulgaricus dans les conditions optimales de

croissance (Gay et al ., 2007).

Jadis, les yaourts étaient produits en ensemencant du lait du jour avec un yaourt
de la veille. L’ensemble était mis a fermenter deux a trois jours dans une panse

d’animale a la température du local.

Aujourd’hui, le lait est pasteurisé et ensemencé avec les deux ferments
spécifiques du yaourt ( Lactobacillus bulgaricus et Streptococcus thermophilus). Ces
ferments sont les descendants lointains de ceux du premier yaourt transmis par de
multiples réensemencements. L’ensemble est chauffé a 45 C* pendant quelques heurs.
A la fin de la fermentation, commence la chaine du froid qui ne doit pas étre rompue

jusqu’a la consommation.

En fait, I’acidité du produit et [I’activité antibiotique de deux especes
microbiennes du yaourt suffisent a contrarier le développement de la plupart des
microorganismes contaminants. C’est pourquoi le yaourt était Jadis considéré comme
une forme de conservation du lait. On ne retrouve que trés rarement des

microorganismes pathogenes dans un yaourt (Leyral et Vierling ., 2007).

10-2 -Les germe Speécifiques de Yaourts
10-2-1- Streptococcus thermophilus
10-2-1-1 - Taxonomie
Streptococcus thermophilus est une bactérie lactique thermophile
appartenant a la famille des Streptococcaceae comportant deux genres

phylogénétiquement trés proches : Streptococcus et Lactococcus.

D’un point de vue génomique, 70 souches (génomes complets publiés au ler
juin 2011), sont référencées au sein de cette famille ou I’on peutdistinguer des espéces
pathogenes de I’homme (Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae,
Streptococcus pneumoniae) ou de I’animal (Streptococcus suis, Streptococcus equi),

d’autres espéces commensales de la bouche et pathogénes opportunistes
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(Streptococcus  salivarius,  Streptococcus vestibularis,  Streptococcus  mitis,
Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis et Streptococcus gordonii) et enfin des
especes non pathogeénes et largement utilisées dans I’industrie laitiere avec notamment
Streptococcus thermophilus et Lactococcus lactis. Les caractéres communs que
partage cette famille sont une morphologie en coques a Gram positif de 0,5a 1 um de
diamétre, présentant un groupement typique en diplocoques ou en chainettes de
longueur variable, immobiles, dépourvus de spores et rarement capsulés. Toutes ces
especes utilisent la voie fermentaire de dégradation des sucres simples et sont par

ailleurs dépourvues de catalase.

La classification originelle des especes de streptocoques est assez complexe car
pour des raisons historiques, elle a été a effectuée au départ sur la base de différences
macroscopiques de pouvoir hémolytique des especes (systéeme Lancefield) qui ont été
rapprochées a des différences immmunologiques de polysaccharides de paroi (groupes
A, B, C, F et G) ou d’acides lipotéchoiques (groupe D) (Facklam, 2002). Cette
classification, encore utilisée en microbiologie clinique, présente des inconvénients.
En effet, par exemple S. pyogenes, auquel on associe souvent I’attribut GAS pour «
Groupe A Streptococcus » n’est finalement pas le seul streptocoque a posséder
I’antigéne A puisque S. anginosus ou S. dysgalactiae equisimilis I’expriment
également. De plus, il n’est pas rare qu’une souche donnéee puisse porter en méme

temps plusieurs antigenes (Facklam, 2002).

Selon la derniére classification, S. thermophilus appartient au groupe salivarius
qui comprend aussi les especes S. salivarius, S. vestibularis et S. peroris. S.
thermophilus est une bactérie homofermentaire stricte, microaérophile et dont la
température optimale de croissance est de 42°C (selon les souches de 37 a 42°C). Les
souches de S. thermophilus ont été isolées a partir d’environnements laitiers, mais

quelques souches pourraientprovenir de plantes (Michaylova et al., 2007).
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10-2-1-2-Utilisation industrielle de Streptococcus thermophilus

S. thermophilus est le seul streptocoque présentant un intérét industriel au sein
du genre Streptococcus. Il est d’ailleurs également le seul dans son genre reconnu
comme GRAS (Generally Recognized As Safe). Les autres espéces du groupe
salivarius sont des bactéries commensales de la cavité orale et du tractus gastro-
intestinal. Les especes du sous-groupe salivarius étaient considérées comme non
pathogenes jusqu’a I’implication récente de S. vestibularius et S. salivarius dans des
cas d’endocardite et de méningite (Doyuk et al., 2002; Idigoras et al., 2001); seul S.
thermophilus n’a pas été impliqué, jusqu’a present, dans des maladies infectieuses. Le
séquencage complet des génomes de 4 souches de S. thermophilus et leur analyse
révelent I’absence ou I’inactivation des genes liés a la virulence chez les streptocoques
pathogenes (Bolotin et al., 2004; Makarova et al., 2006; Sun et al., 2011).

En plus de son usage traditionnel en culture mixte avec Lactobacillus bulgaricus
pour la fabrication de yaourt, S. thermophilus est utilisé pour produire nombre de
fromages tels que I’Emmental, le Parmesan, le Provolone, la Mozzarella et I’ Asiago
(Parente et Cogan, 2004). On [’utilise aussi depuis peu pour la production de
fromages de type Cheddar en combinaison avec d’autres ferments mésophiles (Awad
et al., 2005). Au final, S. thermophilus joue donc son rdle essentiel de ferment dans
I’industrie laitiere dans la fabrication de produits laitiers dont la valeur économique est
supérieure a 300 milliards de dollars par an (Datamonitor's Dairy: Global Industry
Guide, Datamonitor, 2010), Les francais consommant a eux seuls plus d’un million
et demi de tonnes de yaourts et laits fermentés chaque année (L’économie laitiére en
chiffres, Cniel, 2010).

L’un des roles principal joué par S. thermophilus en industrie laitiere est de
garantir une acidification rapide du lait lors de la fermentation lactique. Cette vitesse
d’acidification dépendra bien sir de la souche utilisée, de sa vitesse de production de
lactate mais aussi de son potentiel génétique par rapport au systeme protéolytique
(Courtin et al., 2002) et a I’activité uréasique (Juillard et al., 1988; Monnet et al.,
2004; Mora et al., 2004).
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10-2 -2- Lactobaccilus bulgaricus

10-2-2-1- Définition
Ce genre regroupe plus de 70 espéces (dont plusieurs sont divisées en sous-

especes). Le genre Lactobacillus est quantitativement le plus important des genres du
groupe des bactéries lactiques. Les souches de Lactobacilles sont constituées de
bacilles long et fin (parfois incurvés) ou de coccobacilles dont la forme est proche a

celle des corynébactéries (Figure 3).
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Figure3. Micrographes montre les different morphologies cellulaire de lactobacillus:
D, Lactobacillus minor et F, involution de lactobacillus dans une section mince de

grain du kefir. (Bergey’s manual., 2009) .

10-2-2-2 -Taxonomie

Les cellules sont généralement immobiles (pour les souches mobiles, la
ciliature est péritriche). La production d’acide lactique issue du métabolisme
fermentaire représente au moins 50 % des produits de fermentation ,les Lactobacilles
homofermentaires stricts regroupent les especes de I’ancien sous-genre

Thermobacterium, qui dégrade les hexoses en acide lactique (Axelsson, 1993).

Les Lactobacilles homofermentaires stricts regroupent les espéces de I’ancien

sous-genre Bétabacterium, fermentent les hexoses en acide lactique, en acide acétique
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ou en éthanol et CO2 (voie hétérofermentaire de la 6-phosphogluconate
déshydrogenase/phosphocétolase). Ils dégradent les pentoses en acide acétique et en
acide lactique ; ces bactéries produisent du CO2 lors de la fermentation du glucose et
du gluconate (Stiles et Holzapfel., 1997).

Les Lactobacilles heterofermentaires facultatifs regroupent les espéces de
I’ancien sous genre Streptobacterium, métabolisent les hexoses en acide lactique par la
voie homofermentaire d’Embden-Meyerhof-Parnas EMP et dégradent les pentoses par
voie hétérofermentaire. 1ls ne produisent pas de CO2 lors de la fermentation du
glucose mais ils en produisent lors de la Fermentation du gluconate (Stiles et
Holzapfel., 1997).

Selon Atlan (2000), ce critére physiologique a conduit a la classification des
Lactobacilles en trois groupes qui different largement de celle déterminé
préecédemment par ORLA-JENSEN (1919).

e Le groupe delbrueckii comprend les especes : Lactobacillus delbrueckii, Lb.

helvetis, Lb. crispatus, d’autres lactobacilles homofermentaires et les
lactobacilles hétérofermentaires facultatifs (Lb. acetotolerans et Lb. hamsteri).

e Le groupe casei-Pediococcus est le groupe le plus large car il regroupe de tres

nombreux Lactobacillus homofermentaires stricts (Lb. avarius, Lb. salivarius),
hétérofermentaires facultatifs (Lb. casei, Lb. plantarum, Lb. sake, Lb. curvatus)
et des hétérofermentaires stricts (Lb.brevis, Lb. fermentum, Lb. buchneri, Lb.
reuteri, Lb. sanfrancisco, Lb. parakefir). Ce groupe contient aussi la plupart des
souches de Pediococcus (Pc. damnosus, Pc. parvulus, Pc. acidilactici, Pc.
pentosaceus).

e Le groupe Leuconostoc comprend les Lactobacilles hétérofermentaires stricts

et les espéces du genre Leuconostoc (Ln. amelibiosum. Ln. carnosum, Ln.
gelidum) ainsi que le genre Weissella dans lequel sont regroupés plusieurs
Lactobacilles heterofermentaires (Lb. confusus, Lb.viridescence, Lb.
halotolerans) et Ln. paramesenteroides. La classification des lactobacilles selon
Atlan (2000) est donnée dans le tableau 3.
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Tableau3

. La nouvelle classification des lactobacilles.

Groupel : Delbrueckii

Groupe?2 : casei-Pediococcus

Groupe3 : Leuconostoc

Lb. delbrueckii

Lb. Acidophilus

Lb. helveticus

Lb. crispatus

Autres Homofermentaires
Hétérofermentaires
Facultatifs

Lb. Acetotolerans

Lb. hamster

Homofermentaires stricts
Lb. Avarius

Lb. salivarius
Hétérofermentaires facultatifs
Lb. casei

Lb .plantarum

Lb. sake

Lb. curvatus
Hétérofermentaires stricts.
Lb. brevis

Lb. fermentum

Lb. buchneri

Lb. reuteri

Lb. sanfrancisco

Lb. parakefir

Genres Pediococcus

Pc. damnosus

Pc. parvulus

Pc. acidilactici

Pc. Pantosaceus

Hétérofermentaires stricts
Genre Leuconostoc

Ln. amelibiosum

Ln. carnosum

Ln. gelidum

Genre Weissella

Ln. paramesen

Lb. confusus

Lb halotolerans

Lb. viridescens

Atlan (2000)

11-Interaction de Steptococcus thermophilus avec Lactobacillus bulgaricus

Beaucoup de produits alimentaires sont fermentés a partir de cultures mixtes

comprenant des bactéries, des levures ou des champignons filamenteux. C’est
particulierement le cas des produits contenant S. thermophilus qui n’est jamais utilisé
seul mais dans des écosystemes plus ou moins complexes. Ainsi par exemple la
fabrication du yaourt nécessite, de part la législation francaise, une fermentation

effectuée par les deux bactéries lactiques S. thermophilus et Lactobacillus bulgaricus.

Durant la fermentation du lactose, les deux especes contribuent a I’acidification, a
la texture et a la flaveur du produit fini en produisant des exopolysaccharides et des
composés aromatiques comme I’acétaldéhyde. Bien que les deux espéces soient

capables de se développer individuellement dans le lait, il a été démontré que celles-ci
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voyaient leur croissance et leur production d’acide stimulées lorsqu’elles étaient
associées.

Ce phénomene est appelé proto-coopération et s’explique par la mise en place
d’échanges nutritionnels entre les deux espéces. Comme énoncé précédemment, le lait
contient peu d’acides aminés libres et toutes les souches de S. thermophilus ne
possédent pas la protéase de paroi PrtS. Ainsi, les souches de S. thermophilus
dégradant difficilement les caséines du lait peuvent profiter directement de I’action de

la protéase PrtB de L. bulgaricus (Courtin et al., 2002).

A son tour, S. thermophilus stimule la croissance de L. bulgaricus par la
production de certains métabolites comme I’acide formique, le CO2, I’acide pyruvique
et I’acide folique (Crittenden et al., 2003; Derzelle et al., 2005; Driessen et al.,
1982).

Plus récemment, deux études postgénomiques ont permis d’affiner la
compréhension des interactionns liant ces deux especes (Herve-Jimenez et al., 2008;

Herve-Jimenez et al., 2009).

Une stimulation de la voie de biosynthese des acides aminés branchés ainsi que la
mise en place probable d’une réponse a un stress oxydant chez S. thermophilus a été
mise en évidence en coculture avec L.bulgaricus. L”hypothése proposée par les auteurs
est que S. thermophilus, en réponse a la production de peroxyde d’hydrogéne par L.
bulgaricus, adapte son meétabolisme de facon a diminuer la concentration de fer
intracellulaire et ainsi minimiser les dégats provoqués par les especes oxygéenees
réactives (ROS) générées par la réaction de Fenton. Enfin, la répression de génes du
métabolisme des purines et a [I’inverse I’induction d’une perméase type
xanthine/uracile chez le streptocoque suggere que les purines ou leurs précurseurs
seraient fournis par L. bulgaricus et consommeés par les streptocoques. Une partie
seulement de ces adaptations métaboliques liées a la coculture avec L. bulgaricus ont

depuis été confirmées avec un autre couple S. thermophilus/L Atlan (2000).
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1- Historique

Si I'on ne sait pas précisement ce que nos ancétres mangeaient au début de
I'hnumanité il y'a 5 a 7 millions d'anneées, il est certain que les plantes faisaient partie de
leur alimentation quotidienne. Ils découvraient trés tot dans leur évolution que ces
plantes ne représentaient pas uniquement une source d'alimentation mais pouvaient

également soulager voire guérir certaines maladies.

Aujourd'hui les principes actifs des plantes sont des composants essentiels
d'une grande partie de nos médicaments et produits de soins (Hans, 2007). Malgré les
multiples progreés de la médecine moderne, il y 'a un net regain d'intérét vis-a-vis de la
phytothérapie. Selon OMS (Organisation Mondiale de la Santé) plus de 80% de la
population mondiale ont recours a la pharmacopée traditionnelle pour faire face aux
probléemes de la santé (Farnsworth et al, 1986). En effet sur les 300 000 espéces
végétales recensées sur la planéte plus de 200 000 espéces vivent dans les pays

tropicaux d'Afrique (Millogo et al, 2005).

2-Description botanique

Thymus vulgaris, est un sous arbrisseau, vivace, touffu et tres aromatique de 7-
30 cm de hauteur, d’un aspect grisatre ou vert grisatre. Ses tiges ligneuses a la base,
herbacées supérieurement sont presque cylindriques, ces tiges ligneuses et tres
rameuses sont regroupées en touffe ou en buisson trés dense. Ses feuilles sont tres
petites, ovales, a bord roulés en dessous a nervures latérales distinctes, au pétiole
extrémement court et blanchatres a leur face inferieure. Ses fleurs sont presque roses
ou presque blanches, font de 4 a 6 mm de longueur, sont pédicellées et réunies
ordinairement au nombre de trois a I’aisselle des feuilles supérieures. Le limbe du
calice est bilabié, un peu bossu. La corolle de taille variable, un peu plus longue que le
calice mais la partie tubulaire de la corolle ne dépasse pas celle du calice, les étamines
sont incluses. La période de la floraison commence en mai-début de juin (Wikipédia,
2008) (Figure 4) .
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Figure 4 : Aspect botanique de Thymus vulgaris (Wikipédia, 2008).

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

a tube un peu bossu en avant a la base (Figure 5) ( Bonnier,1889) .

Figure 5.Physiologie de Thymus vulgaris (Bonnier ,1889) .
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3-0Origine du nom

Le nom thym proviendrait bien du latin que du grec :
°Thymus : «parfumer» (latin) .

°Thumus : «courage» (grec) .

4-Distribution géographique

Le thym est une plante originaire de I’ouest des régions mediterranéennes (0zcan
et Chalchat, 2004) et aussi autochtone du sud d’Europe (Takeuchi et al, 2004). Plu
précisément, le thym commun préfere un sol légérement 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 tres poreux
(sableux), un peu humide et frais. La capacité de cette plante a résister a de tres 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 consommeée.

Plus précisément, le thym commun préfere 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, léger ou compact (d’argile et de limon) ou tres poreux
(sableux) ; un peu humide et frais (Wikipédia, 2008).

Sa résistance au gel est assez limitée, jusqu’a - 15 °C, néanmoins sa zone de
rusticité est de 5 a 9. Une culture de thym doit donc étre protégee I’hiver et ne résiste
pas en cette saison al1500metresdans les Alpes ou elle pousse
(jusqu’a 2 000 metres) ; mais elle pourra survivre sous une bonne couverture de neige.
Certaines especes sont plus adaptées aux climats plus rudes que d'autres, comme
I'espece Thymus polytrichus (serpolet a pilosité variable) trés présente dans les Alpes

du Sud dans les zones péaturées trés rases et sur sols rocailleux Wikipédia, 2008).

La capacité de cette plante a résister a de trés fortes chaleurs provient aussi de
son huile essentielle qui, produite la nuit, s’évapore le jour : c’est par cette action que

la chaleur sera consommée. Ce principe fut découvert en 1960. C’est aussi pourquoi le
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thym sauvage sera moins résistant une fois transplanté en Europe occidentale
Wikipédia, 2008).

Le thym craint légerement les acariens et les maladies qui ameneraient ses
racines a se dégrader, Par contre son huile essentielle aux vertus désinfectante protege

sa partie aérienne (Wikipédia, 2008).

5-Noms communs

Selon (Reynier Alfred ,1904) il y’a différentes appellations de Thymus vulgaris
on note :
FR : Farigoule, Thym commun, Thym cultivé, Thym vulgaire.

GB : Common Thyme, Culinary Thyme, French Thyme, Garden Thyme .

6-Classification

Cette espece botanique et classée selon (Negre ,1972) comme suite :

6-1-Classification classique
e Reégne : Plantae

e S/ regne: Tracheobionta

e Division : Magnoliophyta

e Classe : Magnoliopsida

e S/ Classe : Asterdae

e Ordre : Lamiales

e Famille : Lamiaceae

e Genre: Thymus

e Espéce : Thymus vulgaris

6-2- Classification phylogénétique : selon (Negre ,1972)
e Ordre: Lamiales

e Famille : Lamiaceae

g
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7-Propriétés du thym

» Assaisonnement des aliments et des boissons.

> Antiseptique, désinfectant dermique et un spasmolytique bronchique dont il est

indique pour traiter les infections des voies respiratoires supérieures.

> Les principaux constituants du thym montrent des propriétés vermifuges et
vermicides (Bazylko et Strzelecka, 2007).

> Propriétés antivirales, antifongiques, anti inflammatoires, et antibactériennes
dont une étude récente a montré 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
prolongerla durée de conservation des poissons Thunnus thymnus durant leur
stockage (Selmi et Sadok, 2008).

8-Principes actifs du thym

Les principaux composés bioactifs reconnu dans le Thym sont :

> Les acides phénoliques : acide caféique (Cowan, 1999), acide rosmarinique
(Takeuchi et al, 2004).

> Les flavonoides : hesperédine, eriotrécine, narirutine (Takeuchi et al, 2004),
lutéoline (Bazylko et Strzelecka, 2007).

> Les polyphénols : tanin (Cowan, 1999 ; Zcan et Chalchat, 2004).

9-Composition chimique d’huile essentielle de Thymus vulgaris :

Le thymol présente la teneure la plus élevée de Thymus vulgaris et de I'ordre
41,4 %, 3-terpinene 22,25% et p-cyméne 15,59% (tableau 3). La fraction mono
terpénique prédomine avec de 97,35%, constituée de 46,5% sous forme
d’hydrocarbures et 50,85% sous forme de composés oxygénés. Cette derniére a été

trouvée chez la méme espece cultivée au Cameroun, en gquantité plus importante avec

-
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un pourcentage de 93,9%, dont la proportion en mono terpénes hydrocarbonés
sensiblement identique (45,0%), et méme pour les monoterpenes oxygeénes (48,9%), le
principal constituant de la fraction oxygénée est le thymol (40,1%) (Francois T et
al.,2009), ce qui est en accord avec le résultat obtenu.

D'aprées (Roman P,2009) les analyses ont montré que les substances
majoritaires pour Thymus vulgaris étaient le thymol 60,3% et le p-cymene a 10,1%.
Les hydrocarbures sesquitepéniques ne représentent qu’un faible pourcentage (1,7%).
(Pino et al. ;1997) , ont rapporté avoir extrait un échantillon caractérisé par un fort
taux de thymol (34,6 %), de 3-terpinéne (17,6 %) et de p-cyméne (17,6 %). En
revanche, ils different de ceux publiés par (Naguib N,2002) dont I’essence se
caracterise plutdt par une forte teneur en thymol (36,6 %), +- thujone (23,2 %) et 1,8-
cinéole (13,4 %). (Alexandre et al. ;2008) ont rapporté également que le thymol
(44,77%), p-cymene (18,6%) et 3-terpinene (16,5%) sont des substances majoritaires

de Thymus vulgaris cultivé au Rio de Janeiro State (Brazil).

Tableau 4. Composition chimique d'huile essentielle de Thymus vulgaris
analysée par CPG-SM

Composeés Indice de | Pourcentage Références

chimiques rétention | % : :
(Francois T | (Roman P, | (Pino et
etal.,2009) | 2009) al.; 1997)

Monoterpenes | _ 97,35% 93,9%, B 3

Monoterpenes | _ 46,5% 45,0% B ~

hydrocarbonés

p-cymene 1020 15,59 _ 10,1 17,6

3-terpinéne 1054 22,25 B B 17,6

Monoterpenes | _ 50,85% 48,9% B B

0XYy(Qgénes

Thymol 1289 41,39 40,1 60,3 34,6

Thymol 1232 1,18 _ _ a

methyl ether
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9-2 Les chémotypes

Selon (Bonnier et al .,1990) le thym est divisé en plusieurs «races »
chimiques, appelées chémotypes ou chimiotypes. La variabilit¢ de ce dernier est
influencée par I’environnement (sol, altitude) et le climat (température et

ensoleillement) permettant a la plante de vivre et d’évoluer.

% le chémotype thymol se retrouve dans tous les types de sols ou le thym
peut évoluer, des sols extrémement chauds et secs aux sols plus humides.
La spécificité thymol est la plus répandue, mais l'est de facon moins
homogeéne, et elle est souvent associée a d'autres chémotypes.

% le chémotype carvacrol se retrouve surtout dans des conditions d’extréme
chaleur et d’extréme secheresse.

% le chémotype linalol se retrouve dans toutes les éres du thym,
essentiellement en zone de moyenne montagne dans des zones a humidite
atmosphérique importante.

% le chémotype thuyanol, moins abondant, est un intermédiaire entre
le linalol et géraniol

% le chémotype géraniol, peu abondant est adapté aux conditions d'altitude
rudes (1 000 m)

% le chémotype paracymeéne est un précurseur de la biosynthese végeétale

du carvacrol et du thymol.

10-Usages médicinaux

Les feuilles de thym commun sont utilisées sous forme d'infusion, d'huile
essentielle . De maniere genérale, le thym est un anti-infectieux a large spectre, un
stimulant immunitaire et circulatoire, un expectorant et undigestif. La composition
moléculaire de ce thym lui conféere des propriétés  différentes.
Certains chémotypes sont plus adaptés a certains usages plus spécifiques, en raison de

I'agressivité et le dermocausticité de leur propriétés (Bonnier et al ., 1990):
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Le thym athymol s'utilise en cas de fatigue générale, est un anti-
infectieux et~ s'utilise  dans le  traitement de  I'asthme,
des dermites irritatives et de la couperose.

Le thym a géraniol est un antifongique, un antiviral et un antibactérien.
C'est également un cardiotonique. Il s'utilise en cas de bronchite et
d'entérite virale. Il est aussi utilisé dans les accouchements.

Le thym a linalol, est quant a lui, un antifongique dans les cas d'infection
par Candida albicans. C'est également un vermifuge. De par sa moindre
agressivité, ce chémotype est preféré pour les traitements concernant les
enfants.

Le thym a paracymeéne est un antalgique s'utilisant principalement dans
le traitement des rhumatismes et de l'arthrose.

Le thym athujanol est un bactéricide (en particulier dans le cas

de chlamydia) ainsi qu'un viricide.

11- Usages culinaires

Lambinon et al.,( 2012 ),ont montré que le godt typé de thymus vulgaris est

différent selon le terroir a tel point qu'on a donné aux différentes variétés le nom du

pays ou il croit. Il peut avoir un arriére-goQt citronné ou un parfum de verveine. Il

donne une touche méditerranéenne a tous les plats, que ce soit la tomate, la grillade,

le fromage de chévre, la terrine, les pates et les plats mijotés. Il entre dans le

classique bouquet garni. Dans une marinade, il parfume aussi bien les légumes que la

volaille et la charcuterie, le poisson que le gibier. Ce type d'usage est fréquent dans la

cuisine créole de La Nouvelle-Orléans. Il fréquente avec plaisir l'ail, I'clive et les

sauces au vin et entre dans la composition des farces. Le thym aromatise également

I'huile ou le vinaigre, préalablement chauffés. Il est aussi a la base de liqueurs.

12- Autres usages du thym

L’huile essentielle est utilisée en parfumerie, ainsi que les herbivores sont friands

de cette plante, qui est particulierement recherchée par les lapins, les liévres et les

chévres (Lambinon et al.,2012).
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13-Culture de Thymus vulgaris

En horticulture, la propagation ou multiplication du thym se fait au printemps.
Cette production se développe également par semis, dans ce cas, les semences
prennent deux a trois semaines a lever, la croissance est rapide et le repiquage
s’effectue, lui deux mois aprés, avec un espace de 25 a 30 cm entre les plants. La
division des touffes et des racines ainsi que le bouturage et le marcottage sont d'autres
techniques culturales appropriées. On évitera les engrais durant I’été (sans pour autant
le cultiver dans une terre trop pauvre !) qui risqueraient, par un apport excédentaire, de
rendre la plante trop fragile a I’époque des gelées, et les arrosages d’appoint. On
pourra pailler avec des pierres plutét qu'avec de la matiére organique, ce qui
augmentera la chaleur a son pied et réduira les risques de pourriture. On devra aussi
penser a couper la plante de moitié au printemps pour favoriser I’apparition de
nouvelles pousses. On pourrait aussi les semer au printemps en rang et les éclaircir
a 15 cm. 1l est conseiller de renouveler, de faire une bouture ou de marcotter les plants
tous les trois ans sinon la tige devient trop ligneuse et les feuilles perdent leur aréme
(Lambinon et al.,2012) .

Pour une culture intérieure, le thym a besoin d’au moins 5 heures de soleil par
jour ou de 12 heures de lumiéres artificielles. Le terreau devra étre constitué de
compost, de gros sable et de morceaux de calcaire. On attendra que la terre devienne
seche avant de procéder a I’arrosage. On peut alors utiliser son thym de facon

réguliére, sinon tailler les extrémités chaque mois(Lambinon et al.,2012).

Les tiges sont réunies en bouquets, qui sont suspendus, I’inflorescence en bas
dans des locaux chauds, secs, aérés et ombragés. Apres séchage complet, on procede
au battage sur une toile cirée pour détacher les feuilles des branches. On conserve
ensuite la plante dans un contenant hermétique, en évitant les matiéres plastiques pour
éviter une perte des huiles essentielles par absorption par le plastiqgue (Lambinon et
al.,2012) .

.
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Chapitre 11 : Generalité sur Thymus vulgaris

13-Période de récolte

Selon Bonnier et al .,(1990) deux récoltes peuvent étre entreprises, une en fin
mai, début juin au commencement de la période de floraison, I'autre en septembre. Les
branches doivent étre coupées jusqu’a 5 cm du sol ; et si I’on coupe les branches a la
fin de I’été, il faut éviter de couper plus bas que le tiers de la plante, car une coupe trop
basse favoriserait I’apparition de jeunes pousses qui ne résisteraient pas aux premiers

froids.

Il est conseillé de cueillir le thym dans des endroits éloignés des bords des
chemins et des sentiers. Il ne faut pas arracher la plante mais plutot lui couper les tiges
au sécateur ou les casser du bout des doigts, tout en évitant de couper toutes les tiges et
toutes les plantes, pour permettre la survie et la reproduction. Il suffit d’éclaircir la
plante. Il est préférable de réaliser la cueillette apres la rosée du petit matin et avant les
heures les plus chaudes ou la plante aura évacué le maximum d’humidité et n’aura pas
évaporé son huile essentielle. On peut constater, que pour une récolte dans un champ,
I'utilisation d'une fauche mécanique est avantageuse. Le temps consacré a la cueillette
est ici amortie par du matériel adéquat ,il semblerait qu'il soit préférable de cueillir le

thym, juste avant la période de floraison (Bonnier et al .,1990).
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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 congres scientifique d'aromathérapie. Ces activites 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 ont conduit a poser la question suivante : « Est ce que
I'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 proposeé d’essayer de connaitre le comportement in vitro
des souches de levains lactiques vis-a-vis des inhibiteurs de croissance tels les poly phénols,
les flavonoides et bien d’autres composés bioactifs contenues dans I'une des plantes
autochtones poussant a I’état sauvage dans certaines régions du pays et trés largement

utilisee 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 I’Ethanol.

2- Suivre les effets antimicrobiens de I’extrait a I’ Ethanol 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 I’Ethanol comme solvant d’extraction sur ces deux germes spécifiques du yaourt.

2-Région de prélévement et traitements préliminaires du matériel végetal

Le materiel végétal objet de I’étude le Thym (Thymus vulgaris) a été prélevé le mois de
Mars 2017, dans la Wilaya de SETIF au sud d’Algérie. Un échantillon de 2 a 3 kg pris
uniquement sur la partie aérienne de I’espéce Thymus vulgaris L récoltée au mois de mai

dans la région de «El Mawan» commune d’Ouricia, wilaya de Sétif.

.
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Les échantillons séchés a I'abri de la lumiére et de I’humidité, a température ambiante

(Catier et Roux, 2007). Aprés séchage, les parties aériennes ont été broyées et stockées

soigneusement dans un endroit sec en vue de leurs analyses (Figure 06).
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Figure 06. 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 I’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 conserveés a sec (température ambiante) et
a l'abri de I'numidité (Figure 07) .

Figure07. Matiere végétale broyée de Thymus vulgaris.
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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 matiére végetale de Kikar (Acacia arabica) provenant du

Pakistan et de I’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 methode d'extraction n’est qu’un procédé d’extraction discontinu solide-liquide par
maceération 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 composes bioactifs de la plante a été réalisée par usage de I’éthanol
comme solvant d’extraction. Elle a été effectuée sur des prises d’eéchantillons de 10 g en
triples répétitions de matiere veégetale broyée. Chaque échantillon de broyat de matiére
végétale sera mélangé avec 100 ml de solvant aqueux (80/20, solvant / eau, v / V).
L’extraction par macération a froid de chaque mélange a été laissée ensuite se poursuivre
pendant 6 heures a température ambiante sous agitation. La durée de I'extraction favorisera
ainsi la dépolymérisation des principaux composés constitutifs de la plante tels que la lignine
ainsi que les substances pectiques et permet une meilleure solubilisation des principaux

composés bioactifs (Figure 08).

Figure 08. L’extraction par macération.
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Les extraits hydro alcooliques obtenus ont éte filtrées en utilisant un papier filtre
Wattman ayant une porosité de 0,2um (Figure 09) et debarrasses des solvants par évaporation
sous vide a 45 °C (Figure 10).

Figure 09. Méthode de filtration des extraits hydro alcooliques de Thymus vulgaris

Les extraits aqueux purs riches en composés bioactifs réecupéres constituant les solutions
de travail ont été enfin dilués a I’eau distillée stérile a des taux variables de 0, 20, 40, 60, 80

et 100% (Extrait pur), respectivement.

Figurel0 .Méthodes d’extractions des composée bioactif.

E
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Tableau 5 .Concentrations des extraits de thymus vulgaris obtenus par maceération.

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

Quantité d’extrait ooml 02ml 04ml o6ml 08ml 10ml
aqueux pure riche en

compose bioactif

Quantité d’eaux 10ml 08ml o6ml 04ml 02ml ooml

distillée |-| |-|
Ajoute dans des tubes
stériles

4. Etude des effets antimicrobiens des extraits de thym

4.1 Activation des inocula microbiens

L’étude concerne les deux souches pures de références et spécifiques du yaourt a savoir
Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus. Chaque espéce lactique a été 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 ensemencee 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 a été pris pour étre ensemencée en surface d’une boite de Pétri contenant un
milieu spécifique gélosé de croissance pour chaque espéce microbienne (MRS ou M17), puis

le melange est incubé a 37°C pendant 24 heures.




Partie expérimentale Méthodologie

Souche lyophilisée conservée au froid a 4 °C

Streptococcus thermophilus// Lactobacillus bulgaricus

e 0.259 ensemencée dans 10 ml de
bouillon nutritif.

e Incubation a 37C° pendant 3heures.

—(_0(

e 0,1ml de la solution est étalé dans une l
boite de pétrie contenant le milieu M17
pour Streptococcus thermophilus ou
MRS pour Lactobacillus bulgaricus.

e Incubation a 37C° pendant 24heures.

Figure 11 .Activation des deux especes Streptococcus thermophilus et
Lactobacillus bulgaricus

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

Une colonie issue d’une culture jeune de chaque espece microbienne activée comme
préalablement sur milieu solide gélosé spécifique a été prélevée a I’aide d’une anse a platine
stérile. Chacune a été ensuite ensemencée dans un tube contenant 10 ml de bouillon nutritif
suivant d’une incubation a 37°C durant 03 heures. A partir de ces dernieres solutions dont
chacune constitue une solution mere d’une espece de bactérie lactique donnée des dilutions
décimales isotopiques croissantes dans I’eau physiologique ont été effectuées ; allant a 10
pour respectivement les Streptococcus thermophilus et les Lactobacillus bulgaricus. Des
prélevements de 01 ml de chaque derniére dilution décimale ont été ensuite individuellement
ajoutés a 09 ml de chaque extrait de Thym dilué a I’eau distillée, respectivement, a raison de
0, 20, 40, 60, 80 et 100%, les mélanges des solutions sont enfin ensemenceés en triple essais

(03 boites de Pétri) chacune en surface a raison de 0.1 ml sur le milieu spécifique de

\J
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croissance pour chaque espece microbienne. La lecture du nombre de colonies développé a

éte effectuée aprés incubation des milieux ensemencés a 37°C pendant 24, 48 a 72 heures
(Bourgeois et Leveau, 1980).

e Colonie geunes de souche éetudiée
formée a&pre activation et culture a
37C° aprés 24 heures l

e Ensemencement dans 9ml de bouillon
nutritif.

e Incubation a 37C° pendant 3heures.

e Dilution décimale dans 09ml deau|—
physiologique.

o Des prises de 1ml de la derniére solution 10
sont mises respectivement dans chaque solution
expérimentale. l l l
% 100%

00% 20% = 40% GOlA)

8
e A raison de 2 gouttes de chaque derniere solution Q O O Q Q O
sont étalées sur 3 boites Petri renfermant le milieu
spécifique Q Q Q Q Q Q
e Incubation des boites a 37C° pendant 24 ,48 et 72
OO O OO O

Figure 12. Méthodes de contacte direct.

4.3 Méthode des disques par diffusion sur gélose

Les disques ont été confectionnés a partir de papier filtre (Wattman n° 3), a raison de

6mm de diametre. Pour éviter tous risques de contamination aux germes exogenes au cours
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de I’expérimentation les disques ont été stérilises a 120°C pendant 15 minutes dans un

autoclave (Figurel3).

Figurel3 .Disque préparés a partir de papier filtre Wattman.

Une colonie de chaque espéce lactique prélevée du milieu gélosé spécifique apres
activation a été ensemencée dans 10 ml de bouillon nutritif ; ce mélange constitue la solution
mere. Des prises de volume de 1ml de cette derniere solution ont été étalées séparément en
surface de plusieurs boites de Pétri contenant le milieu MRS ou M17 selon I’espece
microbienne étudiée. Trois disques imbibés pendant 5 minutes dans chaque extrait obtenu
selon le solvant utilisé, ainsi que dans une solution contenant un puissant antibiotique dont la
Peénicilline, ont été ensuite déposés successivement a la surface de chaque boite de Pétri
contenant le milieu gélosé spécifique ensemencé au germe lactique approprié (Prescott et
al., 2003).

La lecture des diameétres d’inhibition a été aprés incubation des boites de Pétri a 37°C

pendant 24, 48 a 72 heures a I’aide d’un pied a colis (Guignar, 1998).

E
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Tableau 6.Etape d’immersion des disques dans les solutions d extraits de thymus

vulgaris et la pénicilline.

Solution

expérimentales 100% | 80% |60% [40% | 20% 00% Pénicilline

Qantite ooml
d’extrait de 10ml | 08ml | 06ml | 04ml | 02ml

Thymus vulgaris

10ml

Quantité ooml | 02ml | 04m! | o6ml | ogmi | 10!

d’eau distille

stérile

Ajoute des
disques a raison

de 3 disques

Cel) O
20 O
o) O
20 O
) (
2l O
) (

e Colonie  geune  d’espece
étudiée formée apres
activation et culture a 37C°

durant 24heures.

e Ensemencement dans 10ml de

bouillon nutritif.

e Incubation 37C°pendant 03

heures.

Etaler 01lml dans chaque boite qui
contient le milieu gélose de  Muller -

Figure 14.Méthodes des disques.
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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 matiere végétale du
thym obtenus par extraction a I’éthanol qui ont été 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 & 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 I’eau mais avec le bouillon Mueller Hinton.

Colonie geune de la souche étudiée formée >
apres activation sur bouillon nutritif et culture
sur milieu spécifiques a 37C° durant 24 heures. l

Une colonie est prélevée

e Des prises de 0,2ml

VT o
d’inoculum  sont  mises
respectivement dans 2ml de
chaque extrait pure diluée
avec le bouillon Muller

Hinton.

¢ Ensemencement dans 10ml de bouillon
nutritif. _—
e |ncubation a 30C° durant 3 heures

e Incubation a 37C° durant 18

a 24 heures.

00% 20% 40% 60% 80% 100%

Figure 15 .Méthode de la détermintion de la CMI des extraits expérimentaux sur la

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

La détermination de la concentration minimale inhibitrice CMI a été 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 spectrophotomeétre réglé a 560 nm

comme suit :

di- d;
D D;

S= 100.

-S : Taux de survie du microorganisme en %.

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

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

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

4.5 Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

La concentration minimale bactéricide d’une espece de germe lactique eétudiée
représente la plus petite concentration d’extrait de la plante qui laisse 0,01% au moins de
survivant de I’inoculum initial aprés incubation (Moroh et al., 2008).

Pour sa détermination, le tube témoin (inoculum) a été dilué a I’eau physiologique
jusqu’a 10%. 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 5cm et incubé a 37 °C durant 18 a 24 heures. Ainsi, le

.
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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.

e Souche activée dilué dans 10ml de milieux |Tupes contenants les solutions d’

liquide Muller Hinton extractions et I’inoculum d’une

especes étudiées ayant servi a la
détermination de la CMI apreés
24 heures d’incubation.

ft

l}

101 102 A10°3 10 20% 40% 60% 0% 100%

Ensemencement en stries sur gélose

et Muller Hinton

0%
101 40%
1072 60%

10° \ / 80%

10 / 100%

Lecture aprés incubation des boites 37C° pendant
18-24 heures

Figure 16 .Méthode de la détermination de la CMB (Concentration minimales

bactéricides ) des espéces étudiees.

5. Traitement statistique :

Les résultats parametriques vont étre traités statistiquement par une analyse de variance mono
factorielle en randomisation totale suivie d’une comparaison des moyennes deux a deux selon
le test de NEWMAN et KEULS (STAT BOX 6.4).

.
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Résultat et Discussion

1-Résultats

1-Streptoccocus thermophilus
1-1-1-Diameétres d inhibitions
Les diameétres d’inhibitions développes par les différents extraits éthanoliques a
base des composés bioactifs de Thymus vulgaris sur la croissance de I’espéce spécifique de
yaought  Streptococcus  thermophilus sont illustrés dans la (Figure 17).

a. Extrait bioactif a 20% b. Extrait bioactif a4 40% c. Extrait bioactif a 60%

d. Extrait bioactif a 80% f. Extrait bioactif a 100%  e.Disque imbibé de pénicilline

Figure 17 .Effet des extraits bioactifs a I’éthanol de Thymus vulgaris préparés a (20,40,
60, 80,100)% et de la pénicilline sur le diametre d’inhibition de la souche Streptococcus
thermophilus.

)



Résultat et Discussion

Le diamétre d’inhibition le plus éléve est obtenu avec les extraits bioactifs de Thymus
vulgaris prépare a 80 et 100% ; soit des valeurs de I’ordre de 09,33 et 09,66 mm en
moyenne, (p<0,01) .Au contraire, les plus faibles résultats (p<0,01) sont réalisés en
présence des extraits dilués a (20,40 ,60 )% 04 et 06,667 et 07,667 mm en moyenne,

respectivement.

Cependant, les diamétres d’inhibition développées par les extraits de (20,40, 60,80)%
au tour de I’espéce Streptococcus thermophilus aprés 24heures de cultures s’avérent
statistiquement (p<0,05) identiques.Par ailleurs, la pénicilline enregistre le meilleur

diameétre d’inhibition (1 3 ,33mm), par comparaison aux déférents extraits expérimentaux.

L’analyse des variances montre I’effet prépondérant des différentes solutions
d’extraits de Thymus wvulgaris sur la variation des diamétres d’inhibition chez

Streptococcus thermophilus (Tableau 7).

Tableau 7.Effet des différentes dilutions des extraits bioactifs de Thymus vulgaris sur les

variations des diametres d’inhibition chez Streptococcus thermophilus (mm,X + o ,n=3).

Concentration Diameétre Ecart Groupe Effet des
d’extrait d’inhibition type homogénes | concentrations
éthanolique de (mm) d’extrait de
Thymus vulgaris I’éthanol de
Thymus
vulgaris
100% 09,66 3,36 b
80% 09,33 1,15 b
60% 07,66 2,08 b | c
**
40% 06,66 0,57 b | c| (P<001)
20% 04 1,52 c
Peénicilline 13,33 0,57 a

Note :** : Effet hautement significatif du facteur étudiée :concentration d’extrait a I’éthanol de Thymus vulgaris ;
X : Moyenne ; o:Ecart type ; n:Nombre de  répétition ;P :Seuil de probabilité ; a,b ,c :Groupe homogénes des
comparaison des moyennes deux a deux selon le teste de Newman et keuls .




Résultat et Discussion

1-1-2-Taux d’inhibition

La variation des taux d’inhibitions de Streptococcus thermophilus est marquée tout
d’abord par des taux relativement trée éléves (P<0,01) allant de 72,50% a 70,00 et a
57,70% respectivement pour les extraits bioactifs de Thymus vulgaris préparé a (100 ,80 et
60)% successivement .Par contre les faibles taux d’inhibition (P<0,01) sont constatés a (40
respectivement de I’ordre

et 20)% d’extrait de Thymus vulgaris; avec des valeur

de 50,00% et 30,00%.

L’analyse de la variance montre I’effet majeur de la solution d’extrait de Thym de
Thymus vulgaris sur les variation des taux d’inhibitions des I’espece bactérienne spécifique

de yaought Streptococcus thermophilus (Tableau 8).

Tableau 8.Effet des différents dilutions d’extraits bioactifs de Thymus vulgaris sur la

variations des taux d’inhibitions chez Streptococcus thermophilus (mm,X + o ,n=23).

Concentration Taux Ecart Groupe Effet des
d’extrait éthanolique | d’inhibition type homogénes concentrations
de Thymus vulgaris (%) d’éxtrait de
I’éthanol de
Thymus vulgaris
100% 72,50 11,45 b
80% 70,00 4,33 b
60% 57,50 15,61 b
40% 50,00 8,66 b c
*
20% 30,00 25,98 c (P<0,05)
Pénicilline 100 00 a

Note :** : Effet hautement significatif du facteur étudiée :concentration d’extrait a I’éthanol de Thymus
vulgaris ; X Moyenne ; o:Ecart type ; n:Nombre de  répétition ;P :Seuil de probabilité ; a,b ,c :Groupe
homogénes des comparaison des moyennes deux a deux selon le teste de Newman et keuls .

1-1-3-Méthode de contact direct

L’effet des déférentes solutions d’extrait bioactifs sur la croissance de Streptococcus

thermophilus sont représentés a travers la (Figures 18).
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Les extraits a I’éthanol de 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 I’eau distillée stérile 111. 10°et 89. 10° vs 140. 10° UFC/ml.

La prolifération de ce microorganisme continue a diminuer (P<0,01) en présence
d’extrait bioactifs préparés a 60% ;54.10° UFC/ml. Par ailleurs, les solutions d’extractions
préparées a 80% ont exerce une action bactéricide sur Streptococcus thermophilus ; 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%

Figure 18.Effet des extraits bioactifs de Thym sur la croissance de Streptococcus
thermophilus.

L’analyse de variance dévoile I’effet inhibiteur trés significatif des solutions

d’extraits de Thymus vulgaris sur la croissance de Streptococcus thermophilus (Tableau9).
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Tableaux 9. Effet des différents dilutions d’extraits bioactifs de Thymus vulgaris sur la

croissance de Streptococcus thermophilus (mm,X + o ,n =3).

Concentration Nombre de Groupe Effet des concentrations
d’extrait éthanolique colonies homogenes d’éxtrait de I"éthanol de
de Thymus vulgaris (UFC/ml) Thymus vulgaris
100% 00 e
80% 00 e
60% 54.10° d *k
(P<0,01)
40% 89. 10° c
20% 111. 10° b
00% 140. 10° a

Note :** : Effet hautement significatif du facteur étudiée :concentration d’extrait a I’éthanol de Thymus vulgaris ;
X : Moyenne ; o:Ecart type ; n:Nombre de  répétition ;P :Seuil de probabilité ; a,b ,c :Groupe homogénes des
comparaison des moyennes deux a deux selon le teste de Newman et keuls .

1-1-4-Concentration minimale inhibitrice (CMI)

L’extrait bioactifs prépare a 20% et 40% laisse un taux de survie de I’espece
bactérienne de Streptococcus thermophilus d’environ 55 ,34% et 40,31% alors qu’a des taux
d’extraits des composés bioactifs supérieurs ce microorganisme s’avere incapable de survivre

apres 18 heures d’incubation a 37C°.

C’est a partir de I’extraits préparé a 60% que la croissance de Streptococcus
thermophilus s’annule d’une maniere absolue ; cette concentration est retenue comme étant la

concentration minimale inhibitrice (Tableau 10,Figure 19).
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Tableau 10.Evaluation de la concentration minimale bactéricide des extraits bioactifs

de Thymus vulgaris sur la croissance de Streptococcus thermophilus.

Concentration  d’extraits bioactifs a
Parametres | Témoin I’éthanol de de Thymus vulgris
20% 40% 60% 80% | 100%
di (DO) | 0,04 1,25 2,52 3,00 3,00 |3,00
df (DO) | 0,30 1,39 2,62 2,55 3,00 |3,00
df-di (DO) | 0,25 0,14 0,10 -0,44 | 00 00
S (%) 100% 55,34% | 40,32% ﬂ00 00 00
CMI CMI=60%

df : Densité optique aprés incubation ;di: Densité optique avant incubation, CMI : Concentration

minimale inhibitrice ; S(%) : Pourcentage de survie .

1-1-5. Concentration minimale bactéricide (CMB)

A travers la (Figure 20), il apparait que I’extraite préparé a 20% et 40% n’a pas inhibé
totalement la croissance de Streptococcus thermophilus .Cependant, I’extraits a 60% a
engendrée un pourcentage de survie proches de 0,01% de I’espece bactérienne
expérimentale ; cette solution a base des composé bioactifs de Thym constitue donc la
CMB.

Il résulte enfin, a partir du rapport CMB/CMI obtenue et qui est égale a 01que I’extrait
expérimentale exerce un effet inhibiteur de type bactéricide sur I’espece étudiée
Streptococcus thermophilus. (Figure 20, Tableau 11).
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Figure 19. Evaluation de la concentration minimale inhibitrice des extraits
bioactifs de Thymus vulgaris sur la croissance de Streptococcus thermophilus
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Figure 20. Déterminations de la CMB de I’extrait bioactifs de Thym sur la croissance
de Streptococcus thermophilus
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Tableau 11. Action inhibitrice des extraits bioactifs de Thymus vulgaris sur la

croissance de Streptococcus thermophilus.

Désignation CMB CMI CMB/CMI | Type d’inhibition

des extraits bioactifs

Solution active 60% 60% 01
d’extrait de
Thymus vulgaris
Normes

e D’apres (Oliver, 2007) :
CMB/CMId2 (Effet bactéricide). | Bactéricide
{ CMB/CMle2 (Effet
bactériostatique).

D’aprés (Marmonier ,1990) :
CMBJ/CMId4 (Effet bactéricide).
CMB/CMle4 (Effet
bactériostatiques).

,_H.

2-1-Lactobaccilus bulgaricus
1 -2-1 Diametres d inhibitions
Les diametres d’inhibitions développés par les difféerents extraits éthanolique a
base de composés bioactifs de Thymus vulgaris sur la croissance des de I’espece spécifique
de yaought Lactobaccilus bulgaricus sont illustrés dans la (Figure 21).

Le diameétre d’inhibition le plus éleve est obtenu avec les extraits bioactifs de
Thymus vulgaris prépare a 100% ; soit une valeur de I’ordre de 10,33mm ,en moyenne
(p<0,01) le dernier diametres d’inhibition de I’ extrait pure pur de Thymus vulgaris est
comparable a celui de la pénicilline (p<0,05) ;12,67mm ,en moyenne .Au contraire, les
plus faibles résultats (p<0,01) sont réalisés en presence des extraits dilues a 20 et
40,60 % ; 04,33 et 06, 33 mm, en moyenne respectivement.

Par ailleurs, les diamétres d’inhibitions développées par les extraits préparés a de 60
et 80% au tour de I’espéce Lactobaccilus bulgaricus apres 24heures de cultures s’averent
statistiquement (p<0 ,05) identiques et proches de I’éxtrait pur (p<0,01) ;7,33 vs 7,66 vs

10,33 en moyenne .
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a. Extrait bioactif a 20% b. Extrait bioactif a 40% c. Extrait bioactif a 60%

7

d. Extrait bioactif a 80% e. Extrait bioactif a 100% f. Disque imbibé de pénicilline

Figure 21 .Diamétres d’inhibition des extraits bioactifs préparés a (20,40, 60,
80,100)% et de la penicilline sur la souche Lactobaccilus bulgaricus.

L’analyse des variances montre I’effet prépondérant des différentes solutions
d’extraits de Thymus vulgaris sur les variations des diametres d’inhibition chez
Lactobaccilus bulgaricus (Tableau 12).
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Tableau 12.Effet des différentes dilutions d’éxtraits bioactifs de Thymus vulgaris sur les

variations des diametres d’inhibition chez Lactobaccilus bulgaricus (mm,X + ¢, n=3).

Concentration Diametre Ecart Groupe Effet des
d’extrait eéthanolique | d’inhibition type homogénes concentrations
de Thymus vulgaris (mm) d’éxtraction a
I’éthanol de
Thymus vulgaris
100% 10,33 3,78 b
80% 07,66 0,57 b C
60% 07,33 0,57 b C
**
40% 06,33 0,57 c (P<0,01)
20% 04, 33 0,57 C
Penicilline 12,66 0,57

Note :** : Effet hautement significatif du facteur étudiée :concentration d’extrait a I’éthanol de Thymus vulgaris ;

X : Moyenne ; o:Ecart type ; n:Nombre de

comparaison des moyennes deux a deux selon le teste de Newman et keuls .

1-2-2- Taux d’inhibition

répétition ;P :Seuil de probabilité ; a,b ,c :Groupe homogénes des

La variation des taux d’inhibitions de Lactobaccilus bulgaricus est marquée tout

d’abord par des valeurs relativement trée éléves (P<0,01) allant de 81,57% a 60, 52 et a

57,89% respectivement pour les extraits bioactifs de Thymus vulgaris preparés a 100 ,80 et

60% ; successivement .Par contre, les faibles taux (P<0,01) sont constatés a 20 et 40%

d’extrait de Thymus vulgaris ; avec des valeurs de I’ordre de 34,20% et 49,99%.

L’analyse de la variance montre I’effet majeur de la concentration d’extraits de Thym

(Thymus vulgaris ) sur la variation des taux d’inhibitions des I’espece bactérienne spécifique

du yaought Lactobaccilus bulgaricus (Tableau 12).
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Tableau 12.Effet des différents dilutions d’extraits bioactifs de Thymus vulgaris sur les

variations des taux d’inhibitions chez Lactobaccilus bulgaricus (mm,X + o, n=3).

Concentration Taux Ecart Groupe Effet des
d’extrait ethanolique | d’inhibition type homogénes concentrations
de Thymus vulgaris (%) d’éxtraction a
I’éthanol de

Thymus vulgaris

100% 81,576 29,888 | a b
80% 60,524 4,558 b c
60% 57,893 4,558 b c
40% 49,998 4,558 c
20% 34,209 4,558 c *
(P<0,05)
Pénicilline 100 00 a

Note :** : Effet hautement significatif du facteur étudiée :concentration d’extrait a I’éthanol de Thymus vulgaris ;
X : Moyenne ; o:Ecart type ; n:Nombre de  répétition ;P :Seuil de probabilité ; a,b ,c :Groupe homogénes des
comparaison des moyennes deux a deux selon le teste de Newman et keuls .

1-2-3-Méthode de contact direct

Les effets des déférentes solutions d’extrait bioactifs de Thymus vulgaris sur la
croissance de Lactobaccilus bulgaricus sont représentés a travers la (Figures 22).

Les extraits de Thym préparés a 20% et 40% révélent un faible taux (P<0,01) de
croissance de Lactobaccilus bulgaricus par rapport a celui du témoin a base d’eau distillée
stérile ; 90. 10°et 88. 10°vs 137. 10° UFC/ml, en moyenne.

La prolifération de ce microorganisme continue a diminuer (P<0,01) en présence
d’extrait bioactifs préparés a 60%, 59.10° UFC/mI .Par ailleurs, les solutions d’extrait a
I’éthanol préparées a plus de 80% ont exercé une action de type bactéricide sur
Lactobaccilus bulgaricus ; ainsi aucun développement de cette espéce n’a été observés.
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b. Extrait bioactif a 20% c. Extrait bioactif

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

Figure 22.Effet des extraits bioactifs de Thym sur la croissance de Lactobaccilus
bulgaricus.

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

de Thymus vulgaris sur la croissance de Lactobaccilus bulgaris (Tableaul3).

E
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Tableaux 13. Effet des difféerents dilutions d’extraits bioactifs de Thymus vulgaris
sur la croissance de Lactobaccilus bulgaricus (mm,X + o ,n=3).

Concentration Nombre de Groupe Effet des concentrations
d’extrait éthanolique colonies homogénes d’éxtraction a I’éthanol
de Thymus vulgaris (UFC/ml) de Thymus vulgaris
100% 00 d
80% 00 d
60% 59. 10° c
40% 88. 10° b
20% 90. 10° b x*
(P<0,01)
00% 137.10° a

Note :** : Effet hautement significatif du facteur étudiée :concentration d’extrait a I’éthanol de Thymus
vulgaris ; X : Moyenne ; o:Ecart type ; n:Nombre de  répétition ;P :Seuil de probabilité ; a,b ,c :Groupe
homogénes des comparaison des moyennes deux a deux selon le teste de Newman et keuls .

1-2-4-Concentration minimale inhibitrice (CMI)

L’extrait bioactifs préparé a 20 , 40% et 80% laisse un taux de survie de I’espece
bactérienne de Lactobaccilus bulgaricus d’environ 89 et 49, 50 et 0,50% 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 37°C.

C’est a partir de I’extraits préparé a 80% que la croissance de Lactobaccilus
bulgaricus s’annule d’une maniere absolue ; cette concentration est retenue comme étant la

concentration minimale inhibitrice (Tableau 14, Figure 23).
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Tableau 13.Evaluation de la concentration minimale bactéricide des extraits bioactifs de
Thymus vulgaris sur la croissance de Lactobaccilus bulgaricus.

Concentration d’extraits bioactifs a I’éthanol de
Parametres | Témoin Thymus vulgaris
T (00%) 20% 40% 60% | 80% 100%
0,021 2,622 2,628 |2,898 | 3,000 3,000
di (DO)
df (DO) | 0,221 2,800 2,727 | 2,900 | 3,000 2,811
df-di (DO) | 0,200 0,178 0,099 |0,001 |00 -0,189
S (%) 100% 89% 49,50% | 0,50% | 00 00
I
CMI CMI~80%

df : Densité optique apres incubation; di: Densité optique avant incubation; CMI :
Concentration minimale inhibitrice ;S(%) :Pourcentage de survie.

1-2-5-Concentration minimale bactéricide (CMB)

A travers la (Figure 23), il apparait que I’extraite préparé a 20, 40,60 et 80% n’a pas
inhibé totalement la croissance de Lactobaccilus bulgaricus .Cependant, I’extrait a
I’éthanol de Thymus vulgaris préparés & 40% a engendrée un pourcentage de survie
proches de 0,01% de I’espéce bactérienne expérimentale ; cette solution a base des

composé bioactifs de Thym constitue donc la CMB.

Il résulte enfin, & partir du rapport CMB/CMI obtenue et de I’ordre de 1,25 I’extrait
expérimentales exerce un effet inhibiteur de type bactéricide sur I’espéce étudiée

Lactobaccilus bulgaricus. (Figure 24, Tableau 14).
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Figure 23. Evaluation de la concentration minimale inhibitrice des extraits bioactifs de
Thymus vulgaris sur la croissance de Lactobaccilus bulgaricus .

107 20%
10° 40%
10° 60%
10 80%
100%

Figure 24. Déterminations de la CMB de I’extrait éthanoliques bioactifs de Thym sur
la croissance de Lactobaccilus bulgaricus.
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Tableau 14. Action inhibitrice des extraits bioactifs de Thymus vulgaris sur la
croissance de Lactobaccilus bulgaricus.

Désignation

CMB

CMI

CMB/CMI

Type d’inhibition des
extraits bioactifs

Solution active
d’éxtrait de
Thymus vulgaris

100%

80%

01,25

Normes

A [ ]

D’apres (Oliver, 2007) :
CMB/CMId2 (Effet bactéricide).

CMB/CMle2(Effet
bactériostatique).

D’apres (Marmonier ,1990) :
CMB/CMId4 (Effet bactéricide).

CMB/CMIle4 (Effet
bactériostatiques).

Bactéricide
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2 -Discussion

Cette etude a porté sur I’évaluation de I’activité antibactérienne de I’extrait bioactif de
Thymus vulgaris sur la croissance in-vitro de Streptococcus thermophilus et Lactobaccilus

bulgaricus deux bactérie spécifiques de yaought (Makhloufi., 2012).

L’analyse des données expérimentales montre que comparativement au témoin de
contréle la croissance, des deux germes est inversement proportionnel a la concentration de

I’extrait a I’éthanol de Thym.

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 espéces bactérienne étudiée commence a
apparaitre a 20% et 40% ; mais devient importantes surtout a 60% de I’extrait .Par ailleurs,
aucun developpement des Streptococcus thermophilus et Lactobaccilus bulgaricus n’est
observées en présence des extraits preparé a 80% et 100% .Ceci est du certainement a I’effet

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

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

microorganismes (Bazylco et Strzelecka, 2007).

L analyse de cette espéce vegétales montre qu’elle renferme principalement des huiles
essentielles dont le thymol, mai aussi les composés phénoliques (Cowan, 1999) et les
flavonoides (Takeuchi et al, 2004).

De méme, les extraits a ethanol de Thymus vulgaris récolté dans le région de Setif et
préparés a 80 et 100 %ont exercé un fort taux d’inhibition a I’égard de Streptococcus
thermophilus malgré que son pouvoir inhibiteur reste faible a la pénicillines .Par ailleurs
I’extrait pur de Thym s’avere présenté un pouvoir inhibiteur comparable a celui de la

pénicilline chez I’espéce microbienne Lactobaccilus bulgaricus.

Ainsi nos resultat montrent que I’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 parametres antibactérienne de I’éxtrait contre les deux éspece

.
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étudiéés 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 100% avec un rapport de (CMI/CMB=1,25) .D’apres
(Oliver,2007) étant donné que ce rapport est inférieur ou égale a 2 I’extrait a I’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 plutdt 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 .

Malgré que le pénicilline a présenté la 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 I’urée
sanguin et perte d’electrolyte .D’ou I’interét 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 I’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).

Des études in —vitro réalisées par (Lambinon et al., 2012) montre aussi que le Thym a
linalol est puissante , un antifongique susceptible d’étre utilisé dans le cas d’infection par
Candida albicans.

D’autres auteurs indiqguent méme que ses extraits a des fortes concentrations
présentent un effet antiviral et antibactérien c’est également un cardiotonique, il est aussi

utilisée dans les accouchements (Bonnier et al ., 1990) .

D'un point de vue appliqué, ces molécules constituent la base des principes actifs que

I'on trouve chez le Thym sont capables de piéger les radicaux libres en formant des radicaux

.
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moins réactifs, cette capacité peut étre expliquée par leur propriété de donation d'un atome
d'’hydrogéne a partir de leur groupement hydroxyle, alliées a leur difficulté de production.
Chez I'nomme, ces molécules traces jouent un réle important en agissant directement sur la
qualité nutritionnelle des fruits et légumes et leur impact sur la santé des consommateurs
(effet antioxydant, effet protecteur contre I'apparition de certains cancers...) (Macheix et al,
2005)

Ainsi, il apparait que les extraits bioactifs de I’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 générale

Les extraits bioactifs de Thymus vulgaris ont montré in —vitro des effets d’inhibition
significativement trés élevés sur la prolifération des deux bactéries lactiques Streptococcus
thermophilus et Lactobaccilus bulgaricus.

Le degré d’inhibition s’avére dépendre de la concentration de I’extrait bioactifs utiliseé.
Ainsi, plus la concentration d’extraits est importante plus les degrés d’inhibition de

Streptococcus thermophilus et Lactobaccilus bulgaricus est considérable.

Le diametre d’inhibition le plus élevés est obtenu avec I’extrait bioactifs préparés a

100% (P<0,01) ; alors que les autre extraits ont présentés de faible résultats (P<0,01).

Les meilleurs taux d’inhibition des deux espéces sont obtenus avec les extraits de
Thym préparés a 60,80 et 100% ; ou aucune prolifération de ces deux microorganismes n’est

observée.

Par ailleurs, notre étude a montre que les extraits bioactifs de Thym exercent un effet

de type bactericide vis-a-vis de Streptococcus thermophilus et Lactobaccilus bulgaricus.

L’ensemble des résultats obtenus in —vitro ne présente qu’une premiere ébauche dans la
recherche sur les effets inhibiteurs des principales substances naturelles biologiquement
actives du Thym sur les deux germes spécifique du yaourt. Des essais complémentaires
seront donc nécessaires et devront pouvoir d’une part confirmer les performances mises en

évidence et d’autre part étudier leur effet sur les différents autres germes lactique.

D’un point de vue caractérisation chimiques des principaux constituants bioactifs que
renfermant le Thym, il serait trés intéressant d’approfondir ce travail expérimentales et
étudier leurs effets sur les multiples germes microbiennes a I’origine surtout de certain
maladie. D’un autre coté, il est aussi d’intéréts socioéconomique certain pour notre pays ainsi
que pour les pays en vois de développement d’essayer d’introduire la culture de cette espece
végétale dans certaines région ou elle peut s’adapter et constituer chez la population non
seulement un moyen thérapeutique a moindre cout ,mai aussi un moyen de revenue picunier

intéressant .
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ANNEXES

L’objectif de cette partie d’étude est de préparer des 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, M17, Mueller Hinton : Extrait de levure, Glucose extrait de Pomme

de terre, gélose, peptone...etc.

Ces milieux peuvent étre rendus plus sélectifs et le développement des bactéries peut étre

aussi inhibé par I’adjonction d’antibiotiques (pénicilline). (Guiraud, 2004)

» Méthodes de travail
1 —Préparation des milieux de culture
Il existe de nombreux milieux de culture qui permettre le développement, la conservation,
I’isolement, la selection des micro-organismes. Ces milieux peuvent étre soit trouvés dans le
commerce sous forme de milieu préts a I’emploi, soit fabriqués en laboratoire.
IIs se devisent en milieux complexes de composition chimiques mal définie et en milieu

synthétiques de composition chimique définie. (Joseph Pierre Guirade, 1998)

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

= Extraitdeviande ................ceei i ii el 10g

= Extraitdelevure ... 059

= Acétate de sodium: ......oiiiii 05g inhibiteur
= Phosphate bipotassique ............ccoeviieiiniieinnnn. 029

= Citrate d'ammonium ............cccevveeve v eennennnn.029

= sulfate de magnésium ..........ccooviiiiiii i, 0.25g

= Sulfate de manganse ..........oevevivriiiiiiiiiininn 0.05g

B GIUCOSE ettt et e e e e e 20g

B O TWEEN 80 ettt 01ml : agent sélectif
= FEaudistillée .........oooiiiiii e 1000 mil

B PH 05

.
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Figure 25. Milieu M.R.S.

B .Préparation de milieu M17 (Terzaghi et Sandine, 1975)

» Extraitdeviande .............ooo 059
B O TIYPIONE o 2.59
= Peptone papainique de SOja ......ccvvevereiniinenn. . 2.5¢
= Peptone pepsique de viande.......................... .050
= Peptone de caseine...............ocvvevveeennenn.. 100
= Acide ascorbique.............coviiiiieiieineennn. .2.0.59
B LACtOSE ... 05¢g

B AQAr-A0A5 . n e e 159
= Eaudistillée .......oooiiiiii 1000 ml
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Figure 26.Milieu M17.

C. Préparation d’Agar Mueller Hinton

L’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 pathogénes envers les antibiotiques 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 :

= Infusatdeviande @...........oooiiiiiiiiii, 02,0g/
= Hydrolysat de caséine :....... 1759/
B O AMION 1,59/
= Extraitdelevure ........ooooiiiiiii i 01g/l

B O AQAr-AGAl f. e 139/l
= FEau cerennen...1000ml
B P 7,4

.
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Figure 27. Agar Mueller Hinton.

D. Préparation bouillon de Mueller Hinton

Milieux Mueller Hinton et proposé en 1941 pour tester la sensibilité ou la résistance des

germes pathogenes envers les antibiotiques et les sulfamides elle se compose de :

= Infusatde viande @..........oiiiiiiiii 02,09/l
= Hydrolysat de caséine :....... 17,59/

B O AMION [ 01,59/l
= Extraitdelevure ... 01g/l

= FEau cerennen...1000ml

B P 7,4
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Figure 28. Bouillon de Mueller Hinton.

E. Pénicilline G

v Définition
Antibiotique béta-lactaminé de la famille des benzylpénicillines, la pénicilline G est utilisée

dans le traitement de graves infections, en injection.

v" Utilisation

Administrée par voie intraveineuse ou intramusculaire, la penicilline G est utilisée dans le
traitement des infections plus graves que celles pouvant étre soignées par voie
orale : septicémies, gangrene gazeuse, infections dues aux germes sensibles, qu'il s'agisse de
manifestations respiratoires, stomatiques, cutanées, rénales, gynécologiques, digestives ou

méningées.

v Propriétés

Découverte en 1928 par Alexandre Fleming, la pénicilline G est un antibiotique béta-
lactaminé de la famille des pénicillines. Il sagit d'une toxine synthétisée avec des moisissures du
genre penicillium. La pénicilline G agit en inhibant la synthése de la paroi cellulaire

des bacteries, empéchant ainsi leur multiplication.
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v' Médicaments

Sous forme de poudre pour solution injectable, la pénicilline G est le composant de plusieurs
médicaments : Benzathine Benzypénicilline Panpharma ® 1,2 MUI, Extencilline 1,2 MUI, 1,4
MUl et 600000 Ul, Penicilline G Panpharma 5 MUl e 1 MUL

v Précautions d‘emploi

Si la pénicilline G peut étre utilisée chez les adultes comme chez les enfants, toute
réaction allergique caractérisee par de la fievre, de l'urticaire ou encore une éosinophilie, impose
I'arrét du traitement. Cette substance est d'une maniere générale contre-indiquée aux personnes
souffrant d'allergie aux antibiotiques béta-lactaminés - un interrogatoire est nécessaire avant tout
traitement étant donné le risque de choc anaphylactique 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 souffrant d'insuffisance rénale.

v' Effets secondaires
A fortes doses, la pénicilline G est susceptible de  provoquer
des encéphalopathies métaboliques avec mouvements anormaux, troubles de la conscience

et/ou crises convulsives.
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Figue 29.Penicillin G.
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F.Préparation de bouillon nutritif

= Extraitdelevure.............coceeiiienn.02 g/l
= Extraitdeviande .................coe el 05 g
= Peptone pancréatique ..........c.ceceeeeninnnn. 10 g/l
= Chlorure de sodium...............ccceeeeneen...05 g/l

Figure 30. Bouillon nutritif.
G. Préparation de I'eau physiologique

v' Définitions

L’eau physiologique a 0,90 % est un diluant isotonique utilisé pour les dilutions ou la

réalisation de suspensions bactériennes.

v' Composition :

Ingrédients en grammes pour un litre

Chlorure de sodium : 09

Figure 31. L eau physiologique.
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Les appareils et matériels utilisés sont :

e Balance

e Bain- marie a 45C°

e Four pasteur

e Bec benzene

e Etuve .type a 37C°

e Broyeur

e Agitateur magnétique

e Agitateur-plaque chauffante

e pH métre

e Tubes stériles

e Pipettes pasteur

e Boites pétrie

e Papier filtre Wattman N°3

e Anse a platine

e Pompe a vide

e Autoclave : un autoclave est un appareil qui produit une vapeur d’eau saturée a
une temperature d’au moins 120 °C afin d’assurer la destruction complete des
micro-organismes. C’est la stérilisation en chaleur humide a I’autoclave ou
autoclavage.

e Spectrophotomeétre UV-Visible
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