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Introduction générale

Introduction générale

La plante est un organisme vivant qui existe depuis I'antiquité. Elle constitue un maillon tres
important et fondamental dans le cycle biologique de vie des autres organismes vivants tel que les
animaux ainsi que les étres humains. L'ensemble de ses organes forme une usine productrice, des

milliers de substances qui sont différentes sur le plan structurel ainsi que biologique.

La tendance actuelle des consommateurs & rechercher une alimentation plus naturelle, a entrainé un
regain d'intérét des scientifiques pour ces substances. Depuis deux décennies, des études ont été
meneées sur le développement de nouvelles applications et I'exploitation des propriétés naturelles des

principes actifs de ces plantes dans le domaine alimentaire.

En raison de I'impact des aliments avariés sur I'économie et des préoccupations du consommateur sur
la sécurité des aliments contenant des produits chimiques, beaucoup d'attention a été accordée aux

composes d'origines naturels (valero,2003).

Ces derniéres années, un intérét considérable a été accordé aux principes actifs extraits a partir de
plantes aromatiques et dotées d'activités antimicrobiennes vis-a-vis d'agents pathogénes et / ou des

micro-organismes produisant des toxines dans les aliments ( Soliman,2002).

Les études qui ont été realisées jusqu'a maintenant, montrent que les extraits des plantes médicinales
peuvent étre appliqués a tous les aliments.L'évaluation des propriétés antimicrobiennes des extraits
demeure trés importante pour les exploiter dans I'industrie comme étant des conservateurs naturels
(Guesmi et Bodarousse, 2006).

Cependant, un autre aspect a prendre en compte, c'est de vérifier que les principaux composés
bioactifs sélectionnée n'ont pas d'effet antimicrobien contre les bactéries utiles, notamment les
ferments d'acidification, d'aromatisation et d'affinage, indispensables a la fabrication des produits
alimentaires. Moyennant ces précautions d'usage, I'emploi des extraits des plantes médicinales lors
de la transformation des aliments peut présenter un triple intérét; aromatisant, antioxydant et

antimicrobien (Oussalah et al., 2007).

En effet, dans le cadre de la valorisation de la flore algérienne en général et celle de la région de
Naama en particulier, on s'est intéressé a une espece de la famille des labiées qui est I'une des

familles les plus utilisées comme source mondiale d'épices et d'extraits a fort pouvoir antimicrobien.
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La plante sur laquelle a porté notre choix,est une espéce de thym (Thymus vulgarisL.) provenant de

la région de Mechria a Naama au Sud d’Algérie.

D’une fagon générale, les objectifs fixés a travers cette étude expérimentale s’articulent autour de 4

axes essentiels :

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

polaire & savoir le Méthanol ;

2- Faire une caractérisation phyto-chimique des principaux composés bioactifs du matériel végétal
objet de I’étude(Thymus vulgarisL.);

3- Suivre les effets antimicrobiens de 1’extrait au méthanol de I’espéce de thym 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 la plante obtenus par usage de

méthanol aqueux comme solvant d’extraction sur ces deux germes spécifiques du yaourt ;

4- Essayer, enfin, d’incorporer les extraits de Thymus vulgaris dans la fabrication d’un lait fermenté
type yaourt ferme en vue de suivre leurs effets sur la stabilité et la qualité des produits transformés
(laits fermentés) durant 21 jours de conservation au froid, a 4 °C.

Problématique

Ces effets antibactériens que revétent les extraits des plantes médicinalesnous ont conduit a poser la
question suivante : « Est ce que l'utilisation de 1’ extrait au méthanol aqueux de I’espéce végétale
autochtone Thymus vulgarisL. comme adjuvant dans certains produits laitiers (tels les yaourts par
exemple) peut 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) ?
Hypothéses
A cet égard, cette problématique nous a conduit aposer les hypotheses suivantes :

1%*Hypothése :Le thym est riche en composés bioactifs dont notamment les polyphénols et
les flavonoides.
2°™ Hypothése :Le thym a un effet inhibiteur de type bactéricide ou bactériostatique sur la

croissance des bactéries lactiques Streptococcus thermophiluset Lactobacillus bulgaricus.

9



Introduction générale

3*™Hypothése : L’ajout de ces extraits réduit la qualité du lait fermenté de type yaourt au

cours de la conservation.
Méthodes
Dans cette recherche, nous avons utilisé deux méthodes :

- laméthode descriptive,

- et la méthode hypothético-inductive.

10



Partiel.Etude bibliographique Chapitre I. Généralités sur les plantes
médicinales

1. Les plantes médicinales

Depuis l'antiquité I'nomme utilise les plantes comme une source alimentaire principalepour se
nourrir et comme médicaments et afin de soigner les différentes maladies. De nos jours, il s’aveére
que plus de 25% des médicaments dans seulement les pays développés dérivent directement ou
indirectement des plantes (Damintoti et al., 2005).

Les plantes avec leur nombre illimité constituent un réservoir immense de nouveaux COmMpPOSés
médicinaux potentiels, grace a ses molécules qui présentent I'avantage d'une grande diversité de

structure chimique et activités biologiques (Madi, 2010).

La définition d'une plante médicinale est donc tres simple ; en fait, il s'agit d'une plante riche en
plusieurs composés bioactifs possédant des propriétés médicamenteuses,cette plante est utilisée pour

prévenir, soigner ou soulager divers maux.(Farnsworth et al., 1986).

Environ 35 000 espéces de plantes sont employées par le monde a des fins médicinales, ce qui
constitue le plus large éventail de biodiversité utilisé par les étres humains. Les plantes médicinales
continuent de répondre a un besoin important malgré l'influence croissante du systéme sanitaire
moderne (Elqaj et al., 2007).

1.1. Efficacité des plantes entiéres

La phytothérapie a la différence de la médecine classique, recommande d'utiliser la plante entiére,
appelée aussi "totum" plutét que des extraits obtenus en laboratoire. Une plante entiere est plus
efficace que la somme de ses composants. Elle contient des centaines, voire des milliers de

substances chimiques actives (Iserin et al., 2001).

Les plantes médicinales (figurel) sont toutes les plantes qui ont une activité pharmacologique
pouvant conduire a des emplois thérapeutiques, cela grace a la présence d’un certain nombre de

substances actives dont la plupart agissentbénéfiqguement sur 1’organisme humain.

Elles sont utilisées en pharmacie humaine et vétérinaire, en cosmétologie, ainsi que dans la
confection de boissons, soit nature, Soit en préparation galénique, soit encore sous forme de

principes actifs, comme matiere pour I’obtention de médicaments(Benkiki, 2006).
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1.2.Controle de la qualité des plantes médicinales

Afin de tirer le meilleur parti des plantes médicinales, il convient de veiller a ce que les herbes et
leurs dérivés soient d'excellente qualité. Cela exige qu'elles soient cultivées dans de bonnes
conditions, correctement séchées, bien conservées et que leur date limite de consommation soit

respectée.

Une des raisons pour lesquelles la profession médicale s'est, dans son ensemble, tournée vers les
remédes conventionnels, en délaissant les plantes médicinales réside dans la difficulté qu'elle avait a

garantir la qualité des soins procurés par les herbes.

Afin d'obtenir des produits d'excellente qualité, les fabricants de plantes médicinales doivent suivre
des procédures de contréle tres strictes (appelées « bonnes pratiques de fabrication» ou BPF). Celles-
ci incluent I'obligation de valider les plantes séchées selon les normes établies dans les pharmacopées
(ouvrages de référence standard fournissant les caractéristiques d'une plante particuliere). Le contréle
de la qualité prévoit de fréquentes vérifications destinées a veiller a ce que les matieres premieres

répondent bien aux criteres requis et peuvent satisfaire les exigences minimales.

Les herbes sont inspectées a l'eeil nu, puis analysées au microscope pour s'assurer que leurs
caractéres botaniques sont ceux exigés par les pharmacopées. Des vérifications biochimiques sont
ensuite effectuées pour contréler la présence des principes actifs a des teneurs minimales fixées par
les pharmacopées et pour s'assurer de l'absence de contamination. Enanalysant la « signature
chimique » d'une plante en la comparant avec sa composition « témoiny, il est possible de valider
son identité et sa qualite(FAO,2015).

2.Les huiles essentielles

2.1. Historique et définition des huiles essentielles
2.1.1. Histoire

Les huiles essentielles ont, a toutes époques, occupé une place importante dans la vie quotidienne
des hommes qui les ont utilisées autant pour se parfumer, aromatiser la nourriture ou méme se
soigner (Bakkali, 2008).
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L’utilisation des huiles essentielles remonte a plus de quatre mille ans avant notre ére. En effet, les
historiens rapportent que les égyptiens savaient comment préparer une essence végetale a partir des
coniféres. La Chine, la Perse et I’Inde, sont des pays ou la distillation se pratiquait depuis déja des
millénaires. Les grecs a leur tour, connaissaient la distillation et ’enseignaient aux romains (Zhiri
,2006).

Au moyen age, les arabes découvrent la distillation en se servant d’un alambic dont le modele n’a
pas changé depuis. Les arabes ont toujours importé des épices, plantes et substances odoriférantes,

qu’ils vendaient en 1’état ou apreés transformation (Lais ,2001).

Au XII siécle, la pharmacie naissante favorise le développement de la distillation. Actuellement
dans les pays développés, les huiles essentielles sont considérées comme des médicaments a part
entiére et font objet de contrdles scientifiques pour leur emploi dans 1’aromathérapie ; mais cette

derniere exige des huiles essentielles pures et naturelles (Valent ,2001).
2.2.2. Définition

beaucoup de travaux sont réalisés dans ce sens, du fait de I’importance incontestable des huiles
essentielles dans divers secteurs économiques, comme par exemple, I’industrie de la parfumerie et de
la cosmétique, 1’industrie alimentaire, I’industrie pharmaceutique et plus particulierement, la branche

de I’aromathérapie qui utilise leurs propriétés bactéricides et fongicides.

C’est un produit obtenu a partir d’une matiére premiére végétale, soit par entrainement a la vapeur,
par des procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe des citrus, soit par distillation a secAFNOR
(2000).

Cette définition est cependant restrictive car elle exclut aussi bien les produits extraits a 1’aide de

solvants que ceux obtenus par tout autre procédé.

Le terme huiles essentielles (HE) dérive de « quintaessentia », un nom donné par le médecin suisse
Paracelsus aux extraits de plantes obtenues par distillation, il signifie la fragrance et la quintessence

de la plante.

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes de substances organiques aromatiques liquides

qu’on trouve naturellement dans diverses parties des végétaux. Elles sont concentrées, volatiles, non
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huileuses et sensibles & la décomposition sous I’effet de la chaleur(Belhadi, 2010). Une huile

essentielle contient en moyenne soixante-quinze molécules actives

L’essence se différencie de 1'huile essentielle, il s'agit d’une substance aromatique naturelle que

secrete la plante dans ses organes producteurs.

L’aromathérapiea son tour est 1’utilisation médicale des extraits aromatiques de plantes. Ce mot vient
du latin « aroma »signifiant odeur et du grec « therapeia » signifiant traitement. Il s’agit donc de

soigner a I’aide de principe odoriféres(Chami et al, 2004).

Quant a L’Aromatologie ou I’aromathérapie scientifique c’est une science qui met en relation la

biochimie aromatique et les activités thérapeutiques des huiles essentielles.
2.2. Huiles Essentielles ChemoTypées (HECT)

Les H.E.C.T. correspondent aux Huiles Essentielles ChemoTypées qui sont une forme de
classification chimique, botanique et biologique de la molécule présente en majorité dans une huile

essentielle.

Par exemple, I’H.E.C.T.de Thymus vulgaris & carvacrol est connue pour son activité antiseptique
majoritairement alors que I’H.E.C.T. de Thymus vulgaris a thymol a des propriétés anti-infectieuses

majeures. (Franchomme et al.,2012).
2.3. Répartition, localisation et fonction des Huiles essentielles
2.3.1. Répartition

Les huiles essentielles sont rencontrées dans divers familles botaniques, se localisent dans toutes les

parties vivantes de la plante et se forment dans le cytoplasme de cellules spécialisées.

Le végétal aromatique fabrique de faibles quantités des huiles essentielles dans ses cellules
excrétrices, de 0.01% a 5% de son poids, qu'il concentre ensuite dans des poches situées dans
certains de ses parties (soit endogénes soit exogenes) : fleur, fruit, feuille, tige, rhizome,

écorce...etc(Dorman et al., 2000).
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2.3.2.Localisation

Les Huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végetaux supérieurs. Elles sont produites
dans le cytoplasme des cellules sécrétrices (accumulent dans des cellules glandulaires spécialisées),
situées sur ou a proximité de la surface des tissus de plantes (recouvertes d’une cuticule). Ensuite,
elles sont stockees dans des cellules (dite cellules a huiles essentielles) « Lauraceae», dans des poils
sécréteurs « Lamiaceae», dansdes poches sécrétrices « Myrtaceae ou Rutaceae » ou dans des canaux
sécréteurs « Apiacieae ou Asteraceae ». Elles sont situées dans des glandes minuscules dans

différentes parties de la plante aromatique.
2.4. Fonction

Il est bien connu que les huiles essentielles exercent un chimiotactisme en attirant les abeilles pour

féconder les fleurs.

Par leurs propriétés fongicides et bactéricides, ils protegent les parties durables des plantes contre

I’attaque des microorganismes nuisibles.

Les HE favorisent aussi, la pollinisation en attirant les insectes pollinisateurs tout en exercant une

action repulsive contre les animaux herbivores(Haddad ,1993).
2.5. Composition et Propriéetés physico-chimiques
2.5.1. Composition chimique

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes et variables de constituants qui appartiennent
de fagcon quasi exclusive, a deux groupes de biosynthése: Le groupe de terpénoides et le groupe des

composés aromatiques dérivés du phénylpropane.

La structure des composés des huiles essentielles est constituée d’un squelette hydrocarboné,
constituant une chaine plus ou moins longue. Sur ce squelette de base est souvent présent un ou
plusieurs sites fonctionnels semblables ou différents. La majorité des sites fonctionnels sont des sites
oxygénés avec un ou plusieurs atomes d’oxygene, pour quelques groupes fonctionnels azotés ou

soufrés(Guenter, 1975).
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Les HES contiennent jusqu'a 20 & 60 composés a des concentrations différentes(tableaul) . Ils sont
caractérises par deux ou trois composés majoritaires avec des concentrations nettement élevées (20-
70%) par rapport aux autres composés présents en faible quantite. Généralement, les composés

majoritaires déterminent les propriétés biologiques des huiles essentielles (Bakkali et al.,2008).
Tableau 1. Composition chimique de I’huile essentielle de thym (%).

La composition chimique de I’huile essentielle de thym est :

Molécule Soto mendivil et | Porte et Godoy | Imelouane et | Martino et al
al (2006) (2007) al(2009) (2009)
Thymol 16.6 44.7 0.24 48.9
Camphre 3 0 38.54 0.2
Bornéol 28.4 0.5 4.92 1.7
p-cymeéne 2.4 18.6 1.19 19
Camphene 6.9 0.3 17.19 0.8
y-terpinére 1.7 16.5 0.55 4.1
Carvacrol  éther | 9.6 0 0 1.7
de méthyle
o pinéne 4.2 0.8 9.35 1.2
o, humuléne 6.4 0 0 0.3
1,8 cinéole 0.1 0 5.45 0.7
Carvacrol 5 2.4 0 35

Source:(Ciqual,2012).
2.5.2. Propriétés physico-chimiques

En ce qui concerne les propriétés physico-chimiques, les Huiles Essentielles forment un groupe

trés homogeéne.

Les principales caractéristiques sont : Liquides a température ambiante ; Volatiles et tres rarement
colorées ; Une densité faible pour les huiles essentielles a forte teneur monoterpénes ;Un indice de
réfraction variable solubles dans les alcools a titre alcoométrique élevé et dans la plupart des

solvants organiques mais peu solubles dans I’eau ; douées d’un pouvoir rotatoire puisqu’elles sont
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formées principalement de composés asymétriques trés altérables, sensibles a 1’oxydation et ont
tendance a se polymeériser donnant lieu a la formation de produits résineux, il convient alors de les

conserver a I’abri de la lumiére et de I’humidité(Bruneton, 1993).

2.6. Facteurs de variation de la composition et du rendement des huiles essentielles

Les huiles essentielles présentent une trés grande variabilité, tant au niveau de leur composition,
qu’au plan du rendement en principaux composés bioactifs des plantes d’origine. Cette variabilité est
fondamentale car les activités biologiques qui découlent des huiles essentielles peuvent étre trés
differentes(Benini, 2007). Cette variabilité peut s’expliquer par différents facteurs d’origine

intrinseque ou extrinseque.
2.6.1.Facteurs intrinseques

a) Cycle végétatif : pour une espéce donnée la proportion des différents éléments constitutifs de
I’huile essentielle peut varier de facon importante tout au long du développement. Ainsi des

changements importants sont observés au cours du cycle végetatif de la plante.

b)Organe producteur : tous les organismes de mémes especes peuvent renfermer une huile

essentielle, dont la composition peut varier selon sa localisation.

c) Origine botanique: la teneur en huile essentielle ainsi que sa composition peuvent varier d’une

espéce végétale a une autre.

d)Chémotype : Un Chémotype est une race chimique. En effet, une méme espéce végétale peut
fournir des huiles essentielles de compositions chimiques différentes. Ces différences sont dues a la
période de récolte des plantes, au mode d’extraction utilisé et aux facteurs environnementaux

(altitude, ensoleillement, nature du sol, ...)

.e)Tissus sécréteurs : I’huile essentielle est produite et stockée dans les tissus sécréteurs de la plante.
Ces tissus sont divisés en deux groupes, Ceux qui produisent I’huile essentielle surla surface de la

plante et qui sécrétent habituellement des substances directement a I'extérieur (Fellah et al2006 ).
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2.6.2.Facteurs extrinséques
Parmi les facteurs extrinséques, il est retrouvé souvent :
a) Conditions climatiques et environnementales

Les conditionsclimatiques et environnementales influencent directement sur la production d’huiles
essentielles de la plante. En effet, un climat sec et ensoleillé favorise leur production, cause pour

laquelle les plantes sont plus riches en huiles essentielles.

Le taux d'humidité, la pluviométrie et les conditions édaphiques (composition du sol) représentent

aussi autant de causes potentielles de variations de la composition chimique d’une plante aromatique

donnée (Fellah et al., 2006).

Pour la méme espece, de méme génotype et de méme stade de développement, les facteurs
extrinséques peuvent engendrer des modifications quantitatives et qualitatives importantes en huiles
essentielles. Il est & remarquer que les deux facteurs extrinséques les plus importants qui influencent

la production d’huiles essentielles sont le climat (température et lumiére) et le sol (eau et fertilisants).

La composition chimique en huiles essentielles peut varier aussi en fonction du cycle circadien et
des saisons (Anton, Lobstein, 2005).Ainsi que I’heure et le moment de I'année sont également des
facteurs importants qu’il faut prendre en considération lors de la récolte du matériel végétal(Lahlou,
2004).

b) Effet du stade de développement et période de récolte de la plante

L’importance du choix de la période de récolte pour obtenir une huile de qualité et de quantité. Ils
ont trouvé que le rendement différe d’une période a une autre. De méme, ils ont montré 1’influence
de I’age ou le stade de développement de la plante sur le rendement et la composition de I’huile.
L’origine, les conditions climatiques et la partie extraite (feuille et/ ou fleur) de 1’espéce peuvent

influencer sur la composition de 1’huile essentielle.
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2.7. Pouvoir et activité antimicrobienne des huiles essentielles

De nos jours, le développement des techniques d'analyses chimiques a permis de révéler qu'une
espece végétale est une usine qui peut synthétiser des milliers de constituants chimiques différents.

Ceux-ci appartiennent a deux types de métabolites : primaires et secondaires.

Les métabolites secondaires peuvent étre définis comme des molécules indirectement essentielles a
la vie des plantes, par opposition aux metabolites primaires qui alimentent les grandes voies du

métabolisme basal.

Ces métabolites secondaires exercent cependant une action déterminante sur l'adaptation des
plantes a leur environnement. Ils participent ainsi, de maniere trés efficace, a la tolérance des
végétaux a des stress variés (attaque de pathogenes, prédation d'insectes, sécheresse, lumiere UV, ...).
D'un point de vue application, ces molécules constituent la base des principes actifs que I'on trouve
chez les plantes médicinales (Colmar, 2007). .

Les huiles essentielles et leurs pouvoirs pour combattre les infections sont un des domaines les
mieux étudiés (Turbide, 2009).

L'intérét de l'utilisation des huiles essentielles est évident: elles peuvent étre un remede naturel, dont
I'action n'est ni invasive ni agressive. Bien prescrites par les thérapeutes, elles peuvent traiter

diverses infections et remplacer a moindre codt et risques les antibiotiques.

Lorsque I'on parle d'activité antimicrobienne, on distingue deux sortes d'effets: une activité létale ou
bactéricide et une inhibition de la croissance ou activité bactériostatique Le plus souvent, I'action des
huiles essentielles est assimilée a un effet bactériostatique. Cependant, certains de leurs constituants

chimiques semblent avoir des propriétés bactéricides (Zhiri, 2006).

L'activité biologique des huiles essentielles est liée a sa composition chimique, aux groupes
fonctionnels des composés majoritaires (alcools, phénols, composés terpéniques et cétoniques) et a

leurs effet synergiques (Lahlou, 2004).

Les composés avec la plus grande efficacité antibactérienne et le plus large spectre sont des phénols.
Ces derniers constituent le réservoir de molécules guérisseuses d'un grand nombre de maladies

connues et sont I'arme de défense du regne végétal(Pibiri, 2006).
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Les phénols(Figure 1) entrainent notamment des lésions irréversibles sur les membranes et sont
utiles dans les infections bactériennes, virales et parasitaires, quel que soit leur localisation (Zhiri,
2006).

OH

Figure 1 .Structure de phénol( Zhiri,2006)

Les alcools avec 10 atomes de carbones ou (monoterpénols) viennent immédiatement apres les

phénols, en termes d'activité (Dorman et Deans, 2000).

Les groupes moléculaires avec les plus puissantes actions antibactériennes sont également des
antifongiques efficaces mais ils doivent étre utilisés sur de plus longues périodes. Des études
fondamentales ont également montré que les alcools et les lactones sésquiterpéniques avaient une

activité antifongique tres intéressante (Dorman et Deans, 2000).

De nombreuses familles de molécules ont montré in vitro une activité antivirale et parmi elles, les
monoterpénols et les monoterpénals. Les virus sont généralement fortement sensibles aux molécules
aromatiques et de nombreuses pathologies virales sévéres montrent des améliorations importantes

avec leurs utilisations (Zhiri, 2006).

L'observation sur les effets contre les bactéries et les champignons pathogénes est due a une activité
chimique directe. La toxicité des huiles essentielles sur les germes explique les actions fongicides,
bactériostatique, bactéricide et bactériolytique (tableau 2).Les huiles essentielles apportent une
alternative efficace et valable sur le plan antibactérien pour plusieurs raisons. Leurs mélanges
synergiques éliminent les germes sans possibilité de créer une résistance. Elles sont toxiques,
stimulent I'immunité et la résistance de I'organisme .Les huiles essentielles n'ont pas d'effets

secondaires si on les compare aux antibiotiques(Turbide, 2009).
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Tableau2.concentration minimale d’inhibition(CMI) des composants des huiles essentielles.

La CMI est donnée en ul /ml en supposant que huile essentielle a la méme masse volumique de

I’eau.
Composants d’huile | Bactérie CMmI Référence
essentielle (ui/ml)
Escherichia coli 0.450 0.9
Salmonella 0.225
o terpinéol typhimurum 0.9 Consentino et
Staphyloccoccis aureus | >0.9 al.,1999
Listeria monocytgenes | 0.9
Bacillus cereus
Escherichia coli 0.225 -5
Salmonellatyphimurum | 0.225-0.25
Staphyloccoccisaureus | 0.175-0450 Kim et
Carvacrol 0.375-5 al.,1995
Lambert et
al.,2001
Escherichia coli 1.0
Salmonella typhimurun | 0.5 Kim et
Eugénol Listeria monocytogene | > 1.0 al.,1995
Escherichia coli 0.5
Géraniol Salmonella 0.5 Kim et
typhimurum 1.0 al.,1995
Listeria monocytogenes
Escherichia coli 0.5
Salmonella 0.5 Kim et
Perillaldehyde typhimurum 1.0 al.,1995

Listeria monocytogenes
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2.8. Propriétés et mode d'action des huiles essentielles

Les mécanismes antibactériens des huiles essentielles sont relativement bien connus. Une des
possibilités d'action est la génération de lésions irréversibles sur la membrane des cellules
bactériennes, qui induisent des pertes de matiére cytoplasmique, perte de sel, perte de substrats
énergétiques (glucose, ATP), amenant directement a la lyse de la bactérie (cytolyse) et donc a sa
mort. Une autre possibilité d'action est I'inhibition de la production par les bactéries des toxines

responsables du déclenchement des processus infectieux (Karuna, 2006).

Les modes d'actions antifongiques sont assez semblables a ceux décrits pour les bactéries.
Cependant, il faut deux phénoménes supplémentaires inhibant I'action des levures: I'établissement
d'un gradient de pH et le blocage de la production d'énergie «phénoméne de respiration» (Karuna,
2006).

Deux ou trois familles de molécules aromatiques présentes dans certaines huiles essentielles sont
capables davoir une activité vermifuge ou vermicide : les aldéhydes aromatiques, les phénols
aromatiques et les cétones terpéniques, auxquels il faut ajouter un oxyde terpénique particulier,
I'ascaridol. Ces molécules sont tres puissantes et sont également dotées d'une toxicité certaine pour

I'animal comme pour I'hnomme (Karuna, 2006).
2.9. Toxicite des huiles essentielles

Certaines substances naturelles peuvent présenter des effets néfastes pour I'homme au méme titre
que certaines substances de synthése. Les huiles essentielles contenant surtout des phénols et des
aldéhydes peuvent irriter la peau, les yeux et les muqueuses. Les inflammations cutanees siégent de
maniere privilégiée sur les paupiéres et les aisselles. De plus, certaines huiles essentielles peuvent

provoquer des réactions cutanées allergiques (Miller et al., 2006 ).

La toxicité des huiles essentielles peut aussi provenir des contaminants (si I'huile essentielle est
impure) et/ou des produits de dégradation de celles-ci car elles se modifient a I'air, a la chaleur et a la

lumiére.
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2.10.Domaines d’application HES

Les plantes aromatiques donnent les HES, essences destinées a 1’utilisation industrielle. Ces HES
ne sont pas forcément des produits finaux dans la mesure ou, une fois produites, elles peuvent
servird’intrants a la fabrication de plusieurs produits.

Les HES sont destinées a quatre grands secteurs industriels (figure 2).

2.10.1.Secteur parfumerie et cosmetique :La consommation d’huiles dans ce secteur se
caractérise par le besoin d’une trés grande variété de produits, de quantités relativement faibles et de

prix souvent élevés.

2.10.2. Secteur parfumerie technique : La parfumerie technique (qui comprend les produits
d’entretien ménager domestiques ou industriels) a également recours aux HES pour I’image de
propreté a laquelle elles sont associées, mais aussi parfois pour leurs propriétés antiseptiques. Par
exemple, la citronnelle dégage un parfum qui indique au visiteur que ’endroit a été fraichement lavé.
Dans ce secteur, 1’industrie consomme de grandes quantités d’huiles, au meilleur prix possible, car

I’industrie désire garder le prix de revient de son produit au minimum.

2.10.3. Secteur médicinal ;. Les huiles a utilisation médicinale peuvent étre vendues pures en
petits flacons ou sous forme de vaporisateurs, de pastilles, de bonbons... Ces huiles peuvent
également étre utilisées comme inhalant pour soulager les difficultés respiratoires, comme dentifrice
(dans I’eau), ainsi que pour rafraichir ou soulager la gorge. Les propriétés médicinales des HES sont

nombreuses, mais chacune possede ses vertus particulieres (Nicole, 1996).

Par conséquent, les HES ont une variété d’applications et, dans bien des cas, la méme huile peut étre

recherchée pour des propriétés différentes selon les secteurs industriels.

2.10.4. Secteur alimentaire : L’industrie alimentaire utilise les HES pour rehausser le godt des
aliments, pour parfumer et colorer. Le secteur des boissons gazeuses s’avere un gros consommateur
d’huiles. Aussi, les fabricants d’aliments préparés les utilisent de plus en plus parce que le nombre de
produits augmente et le consommateur recherche d’avantage les produits avec des ingrédients
naturels. Dans ce secteur, les volumes d’HES peuvent étre trés importants. L’huile la plus utilisée

dans le monde est I’HES d’orange (Nicole, 1996).
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Figure 2. Schéma représentant les domaines d’application des HES (Nicole, 1996).
2.11. Applications potentielles des huiles essentielles en industriesagroalimentaire

La tendance actuelle des consommateurs a rechercher une alimentation plus naturelle, a entrainé un
regain d'intérét des scientifiques pour ces substances. Depuis deux décennies, des études ont été
menées sur le développement de nouvelles applications et I'exploitation des propriétés naturelles des
huiles essentielles dans le domaine alimentaire.

Plusieurs huiles essentielles ont une activité antimicrobienne avérée.

Les études faites a travers le monde, montrent que les huiles essentielles peuvent étre ajoutées a peu
pres a tous les aliments. Ainsi, les huiles essentielles d'origan, de thym, de cannelle ou de coriandre

sont efficaces pour les viandes, les volailles, les charcuteries et les légumes; I'huile essentielle de
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menthe pour les produits frais (salades, yaourts...); les huiles essentielles a base de carvacrol ou de
citral pour les poissons; les huiles essentielles de thym, de noix de muscade ou de gingembre pour les
ceéréales (plus particulierement celles riches en carvacrol pour le riz); et les huiles essentielles a base

de carvacrol ou de cinnamaldéhyde pour les fruits (Oussalah et al., 2007)

Les travaux réalisés sur milieux de cultures synthétiques par I'équipe du laboratoire de Recherche
en Sciences Appliquées (RESALA) INRS-Institut Armand-Frappier ont confirmé que le seuil des
huiles les plus efficaces étant trés bas, souvent inférieurs a 0.1% ; leur ajout en tres faibles quantités

n'altére pas les qualités organoleptiques de l'aliment.

En outre, les huiles essentielles possédent des propriétés antioxydantes, et anti radicalaires qui
améliorent la durée de vie de l'aliment et intéressent aussi le consommateur pour leurs valeurs
nutraceutiques et les bienfaits sur la santé. Ainsi, lI'incorporation des huiles essentielles directement
dans les aliments (viandes hachées, légumes hachés, purées de fruit, yaourts...) ou I'application par
vaporisation en surface de I'aliment (piéce de viande, charcuterie, poulet, fruits et Iégumes entiers...)
contribuent a contréler la flore microbienne et a préserver l'aliment des phénoménes d'oxydation.
Selon la bactérie et le procédé utilisé, la sensibilisation augmente de 2 a 10 fois ( oussalah et
al.,2007) .Par exemple, I'huile essentielle mélangée a des carottes hachées, emballées sous air ou
sous atmosphere modifiée, permet de multiplier par trois la sensibilité de Listeria, de méme que pour
de la viande hachée emballée sous les mémes conditions.Une augmentation trés significative de la
sensibilité de E. coli (2.5 fois) et de Salmonella (4.5 fois) est constatée en présence d'huile
essentielle.

Aussi, I'huile essentielle combinée a un chauffage doux (55°C pendant 1 minute) a permis d'inhiber
totalement Salmonella alors qu'en absence d'huile, un chauffage de plus d'une heure était nécessaire

pour arriver au méme résultat.

Enfin, pour renforcer leur efficacité, il y a eu lieu de stabiliser les huiles essentielles dans des
polymeres comestibles (biofilm, enrobage, capsule, émulsion), qui permettent leur diffusion vers
I'aliment tout au long de son entreposage.L'application de biofilms contenant des huiles essentielles
sur des tranches de viande contaminée, a permis de réduire tres significativement la croissance de

bactéries pathogenes au-dela d'une semaine d'entreposage (Oussalah et al., 2007).

25



Partiel.Etude bibliographique Chapitre I. Généralités sur les plantes
médicinales

Toutefois, quelques limites existent a l'utilisation des huiles essentielles comme agents de
conservation dans les aliments, notamment le pouvoir aromatisant de certaines d'entre elles.

Cependant des techniques de désaromatisation existent et sont de plus en plus efficaces.

Un autre aspect a prendre en compte, c'est de Vérifier que I'huile essentielle sélectionnée n'a pas
d'effet antimicrobien contre les bactéries utiles, notamment les ferments d'acidification,
d'aromatisation et d'affinage, indispensables a la fabrication des produits. Moyennant ces précautions
d'usage, I'emploi des huiles essentielles lors de la transformation des aliments peut présenter un triple

intérét: aromatisant, antioxydant (figure 3)et antimicrobien (Oussalah et al., 2007).
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Figure3 .Mécanisme d'action d'un antioxydant (Oussalah et al.,2007).
2.12.Procédés d’extraction des HES

L’extraction des HES se fait par différentes méthodes ; ce qui introduit cette diversité, c’est d’abord
la variété des matiéres premieres et ensuite la sensibilité considérable de certains parfums qui
obligent a n’employer que des moyens peu violents sans intervention d’agents chimiques trop

énergique (Garnero, 1991).

Aprés la récolte suivant la partie de la plante a extraire (plante entiere, pétales de fleurs, fleurs,

feuilles, racines ou fruits), le procéd¢ d’extraction mis en ceuvre est différent.

Il existe plusieurs procédés d’extraction des HES dont 1’expression a froid, par solvant organique

volatil ; a I’eau surchauffée, au CO2 supercritique, par ultrasons par I’entrainement a la vapeur d’eau
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et par I’hydrodistillation(Bruneton, 1999). De tous ces procédés, ces deux derniers sont les plus

employés a 1’échelle industrielle pour la production d’HES (Wang et al., 2008).
2.12.1. Extraction par distillation

L’extraction par distillation est appliquée pour la majorit¢ des HES. Elle est définie comme la
séparation d’un mélange de composés liquides, basée sur la volatilité relative des différents

constituants du mélange.
2.12.2. Hydro distillation

C’est la méthode la plus simple et la plus répandue, toutefois des phénomeénes physiques et
chimiques qui se produisent et risquent de modifier sensiblement le contenu du matériel végétal ainsi

I’HES qui en est libérée risque aussi d’étre modifiée (Badjah, 1978).

Cette méthode(figure 4) consiste a immerger directement le matériel végétal a traiter intact ou
éventuellement broyé dans un alambic rempli d’eau distillée qui est ensuite portée a ébullition, les
vapeurs hétérogeénes sont condensées sur une surface froide et ’'HES s’en sépare de 1’hydrolat par

simple différence de densité.

L’HES étant plus 1égeére que I’eau, (sauf quelques rares exceptions), surnage au-dessus de I’hydrolat
.Cependant, I’hydro distillation posséde des limites. En effet, un chauffage prolongé et trop puissant

engendre la dégradation de certaines molécules aromatiques (Lucchesi, 2005).

Thermomeétre

Réfrigérant & I'eau

4 Y FEprouvette

Plante — Eau gradude
Eau— i
", - Huile
bouillante essentielle

Phase aqueuse

J

Figure 4. Schéma représente 1’hydrodistillation(Lucchesi, 2005).
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2.12.3. Entrainement a la vapeur d’eau

L’entrainement a la vapeur d’eau consiste a récupérer I’HES, des végétaux, en faisant passer a
travers ces derniers un courant de vapeur d’cau, qui entraine I’HES. Les extraits obtenus sont
refroidis, décantés, et I’HES est récupérée. (L entrainement a la vapeur d’eau s’effectue de fagon a ce
que la substance végétale ne doit pas étre posée directement sur la source de chaleur pour ne pas
détériorer I’huile mais sur une grille se trouvant sur un récipient ou 1’eau est en ébullition (Padrini et

Luchironi, 1996).
2.12.4. Expression a froid

L’HES est contenue dans les sacs oléiferes de 1’écorce du fruit que ’on désigne encore sous le
terme de Zeste. On utilise des machines qui extraient ’HES en créant dans les écorces des zones de

compression et de dépression suffisantes pour que I’H.E puisse étre libérée (Garnero, 1991).

Elle constitue le plus simple des procédés (figure 5), mais ne s’applique qu’aux agrumes dont
I’écorce des fruits comporte des poches sécrétrices d’essences. Ce procédé consiste a broyer, a 1’aide
de presses, les zestes frais pour détruire les poches afin de libérer I’essence. Le produit ainsi obtenu

porte le nom d’essence, car il n’a subi aucune modification chimique (Roux, 2008).

Vapeur d'eau chargée Eau chaude
d’huile essentielle

Huile essentielle
Plantes aromatigues

Vapeur d'eau

Eau froide

Eau

Eau florale
Eau florale +

Chaleur WERR huile essentielle
< S N // Essencier

AVAVAVAVAVAN

Figure 5 .Schéma représente la distillation par expression a froid (Roux,2008).
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2.12.5. Extraction par maceration

La macération est un procedé qui consiste a laisser séjourner une plante dans un solvant a froid
(figure 6)pour en extraire les composes solubles (arémes, principes actifs).La macération peut se
faire dans une solution alcoolique, de I'eau, une saumure, de I'huile...Cette technique préserve les
especes chimiques fragiles car elle est pratiquée a froid mais elle n’est pas toujours aussi efficace que

les techniques qui utilisent un chauffage (Roux ,2008).

erlenmeyer

barreau magnétique

plante + solvant

agitateur magnétique

Figure 6. Schéma représente la macération de la matiere végétale(Roux,2008).

Les avantages et les inconvénients des différents procédés d’extraction sont illustrées dans le

tableau suivant (tableau 3)
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Tableau 3. Avantages et Inconvénients des différents procédés d’extraction.

Procédé d’extraction Avantages Inconvénients
-Rendement en HE trés éleve. | -Altération de  certaines
-Essence de bonne qualité. substances odorantes a la
Hydro distillation -Contact direct entre matiére | température d’ébullition de
vegetal-eau. I’eau.

-Perte d’une partie d’essence
par évaporation, oxydation,

dissolution et cyclisation.

-Réduit I’altération des | -Agglutination de la charge

constituants d’HE. végétale sous D’effet de la
Entrainement a la vapeur -Economie d’énergie, de temps | vapeur d’eau.

d’extraction. -Mauvaise qualité d’huile.

-Efficacité d’extraction. -Réaction secondaire

hydrolyse et  formation

d’artéfacts.

Expression a froid -Essence de tres bonne qualité | -Procédés non généralisé.
non trop altérable. -Rendement tres faible en
HE.
-Procédé universel. -Danger sur I’homme et
-Procédé doux, non violent. I’environnement en cas du
Solvants organique volatils Principe actif olfactivement | manque de la prévention.
proche du végétal lui-méme. -lImpossible de contréler les

paramétres de pressions et

de température.

Source :(Lucchesi,2005).
2.13. Critéres de qualité des huiles essentielles

L’obtention d’une huile essentielle de qualité se révele étre un processus particulierement délicat car

cette huile essentielle doit impérativement répondre a de nombreux criteres de qualité
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a) La certification botanique : I’appellation de la plante aromatique doit mentionnée le genre,

d’espéce et la sous-espece afin d’éviter la confusion pouvant naitre des noms vernaculaires.

b) L’origine géographique : ce terme spécifie le nom du pays ou de la région qui constitue 1’habitat

naturel de la plante aromatique et caractérisera sa composition chimique particuliére.

c) Le mode de culture et de récolte : cette précision indique s’il s’agit d’une plante sauvage ,semi

sauvage, de culture biologique ou non.

d) Le stade de développement :les caractéristiques des huiles essentielles dépendent parfois du

stade de développement de la plante au moment de sa cueillette :avant ,pendant ou apreés la floraison.

e) L’organe distillé ou expressé : la composition biochimique de huiles essentielles varie selon la

partie distillée ou expressée.
f) Le mode d’extraction : la composition biochimique peut varier selon le mode d’extraction utilis¢.

g) La spécificité biochimique ou chémotype :L’analyse par chromatographie en phase gazeuse
couplée au spectrométre de masse indique les molécules fondamentales pour une bonne utilisation

des huiles essentielles.

Ces contrbles permettant de garantir des huiles essentielles 100% pures et naturelles.Les HE doivent
répondre aux normes 1ISO ou AFNOR .Le suivi de ces régles assure une sécurité d’usage des huiles

essentielles(Lucchesi, 2005).
1.3.Vue d’ensemble sur les polyphénols

Les polyphénols sont des phyto micronutriments synthétisés par les végétaux et qui appartiennent
a leur métabolisme secondaire. Ils participent a la défense des plantes contre les agressions
environnementales (Gee et Johnson, 2001).

Les polyphénols, qui forment une immense famille de plus de 8000 composés naturels, sont divisés
en plusieurs catégories : les flavonoides qui représentent plus de la moitié des polyphénols ; les
tanins qui sont des produits de la polymérisation des flavonoides ; les acides phénoliques, les

coumarines, les lignanes et d’autres classes existent en nombres considérables (tableau 4) (Dacosta,

2003).
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De nombreuses études sont en faveur d’un impact positif de leur consommation sur la santé. En
effet, les polyphénols pourraient permettre de prévenir de nombreuses pathologies comme le cancer

(Brown et al., 1998). Les maladies dégénératives et cardio-vasculaires (Paganga et al., 1999).

Un encouragement a la consommation d’aliments d’origine végétale riche en polyphénols constitue
désormais une des principales recommandations en santé publique. Parmi les antioxydants végétaux,
les polyphénols apparaissent parmi les plus efficaces quant & leurs effets protecteurs dans
I’organisme (Gee et Johnson, 2001).

Tableau 4. Les principales classes des composées phénoliques

Squelette Classe Exemple Origine (exemple)
carboné
G Phénols simples Catéchol
C.C Acides hydroxybenzoiques | p-Hydroxybenzoique Epices, fraise
C.C Acides hydroxycimnamiques | Acides caléwjue, [érulique Pomme de terre, pomme
Coumannes Scopolétine, esculétne Citrus
CC, Naphtoquinones Juglone Noix
C-CyC, Stilbenes Resvératrol Vigne
C.-C,-C, Flavonoides
* Flavonols Kacmpférol, quercétine Fruits, légumes, fleurs
* Anthocvanes Cyanidine, pélargonidine Fleurs, fruits rouges
* Flavanols Catéchine, épicatéchine Pomme, raisin
* Flavanones Naringénine Citrus
Isoflavonoides Daidzéine Soja, pois
(C-C,), Lignanes Pinorésinol Pin
(C,-Con Lignines Bois, novau des fruits
(C,n Tannins Raisin rouge, kaki

Source : (Macheix et al., 2005).

Le terme flavonoide provenant du latin "flavus”, signifiant "jaune"”, désigne une tres large gamme de
composés naturels appartenant a la famille des polyphénols(figure 7). lls sont considérés comme des
pigments quasi universels des végétaux. Ce groupe comprend comme son nom I’indique des
composés jaunes mais aussi d’autres couleurs ou incolores. Structuralement, les flavonoides se
répartissent en plusieurs classes de molécules (figure 8). En effet plus de 6500 structures ont été
identifiées (Harborne et Williams, 2000).
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Figure 7. Structure de basse d’un flavonoide

Les effets santé des flavonoides ne dépendent pas seulement de leurs niveaux de consommation
mais aussi de leur biodisponibilité. Peu d’études systématiques ont été menées sur la
pharmacocinétique des flavonoides chez I’homme. Toutefois, d’apres des expériences menées sur
des flavonoides provenant de I’alimentation, il apparait que seuls les flavonoides sous forme de
génines (ou aglycones) sont susceptibles d’étre absorbés. L hydrolyse des liaisons hétérosidiques
(reliant la génine a la chaine sucrée) n’intervient que dans le cOlon ou les micro-organismes
dégradent simultanément les flavonoides d’origine alimentaire. Le foie est largement impliqué dans

le métabolisme des flavonoides absorbés (Walle, 2004). Une meilleure connaissance de la
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biodisponibilité des flavonoides est indispensable pour expliquer leurs effets protecteurs sur la sante.
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Figure 8. Les principales classes de flavonoides (Macheix et al., 2005).

De nos jours, les propriétés thérapeutiques des flavonoides sont largement étudiées dans le domaine

médical ou on leur reconnait des activités biologiques et pharmaceutiques.

Les flavonoides sont bien reconnus pour leurs nombreuses activités biologiques, ces activités sont
attribuées en partie aux propriétés anti-oxydantes de ces composés naturels. Ils sont susceptibles de
réagir avec la plupart des espéces réactives oxygénées (Fuhrman et al., 1995). L’action antioxydant
de ces phytonutriments ne s’exerce pas seulement par I’inhibition et la désactivation des radicaux
libres, elle se manifeste aussi par la neutralisation d’enzymes oxydantes et par la chélation des traces

d’ions métalliques responsables de la production de ROS (Cotelle, 2001).

Les propriétés antimicrobiennes des flavonoides vis-a-vis de différents micro-organismes pathogénes

ont été mises en evidence par plusieurs auteurs ( Thuille et al.,2003).

Les extraits de plantes et beaucoup d'autres préparations phytochimiques riches en flavonoides ont
été rapportés posséder une activité antimicrobienne (Essawi et Srour, 2000). Beaucoup de groupes
de recherche ont franchi une étape plus loin, ils ont isolé et identifié la structure des flavonoides qui
possedent l'activité antimicrobienne ou ont mesuré l'activité des flavonoides disponibles dans le
commerce (Hamilton-Miller et Shah, 2000).

Les propriétés antibactériennes de propolis ont été attribuées a sa teneur élevée en flavonoides. Une
étude a aussi montré le pouvoir antibactérien d’un flavonoide glycoside contre des souches de

bactéries gram (+) et gram (-).

En raison de la capacité répandue des flavonoides d'inhibé la germination des spores pathogénes
des plantes, on les a proposé pour l'usage contre les microbes fongiques pathogenes de I'homme
(Williams, 2000).

Les flavonoides sont capables également de moduler le fonctionnement du systéme immunitaire,
mais leur action est complexe et demeure encore mal élucidé. A doses élevées, les flavones et
flavonols sont de puissants inhibiteurs de la prolifération des lymphocytes B et T ;mais, a
concentrations plus faibles, ils pourraient agir comme immunostimulants chez les sujets

immunodéprimés (Ong et Khoo, 2000).
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Les flavonoides peuvent prévenir le diabéte ou au mois le réduire en inhibant I’enzyme aldose

réductase. Une étude a d’ailleurs récente montré que la myricétine posséde un effet hypoglycémiant

chez des animaux diabétiques (Ong et Khoo, 2000).

Les flavonoides ont été également étudiées pour leurs propriétés anti-tumorales (Birt et al., 2001).

Parmi les flavonoides naturels anticancéreux, la catéchine témoigne d’une activité remarquable

(Brown et al., 1998).
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1. Présentation de la famille des Lamiacées

1.1. Présentation

La région méditerranéenne d’une maniére générale et notamment 1’ Algérie, avec son climat doux
et ensoleillé est particulierement favorable a la culture des plantes aromatiques et médicinales. La
production des huiles essentielles a partir de ces plantes pourrait constituer a ce titre une source

économique importante pour notre pays.
La famille des Lamiacées est I’une des plus répandues dans le régne végétal (Naghibi, 2005).

C’est une famille d’une grande importance aussi bien pour son utilisation en industrie alimentaire
et en parfumerie qu’en thérapeutique. Elle est I'une des familles les plus utilisées comme source
mondiale d’épices et d’extraits a fort pouvoir antibactérien, antifongique, anti-inflammatoire et

antioxydante(Gherman et al., 2000 ; Bouhdid et al., 2006).

Cette famille comprend prés de 6700 especes regroupées dans environ 250 genres (Miller et al.,
2006).

La région méditerranéenne a été le centre principal pour la domestication et la culture de Labiatae.
Les genres les plus cités dans la littérature sont : Menthe, Origan, Romarin,et leBasilic (Lee et al.,
2005).

1.2. Botanique

La famille des lamiacées une trés grande variété comprenant les espéces de menthe, sauge et
thym. Un bon nombre de ces especes sont des plantes medicinales et d’épices. Cette famille
comprend plus de 3000 espéces qui caractérisent les climats de type méditerranéen. Ce sont des
plante odorantes et herbacées a tige quadrangulaire pouvant devenir des arbrisseaux (Romarin,
Thym); leurs feuilles opposées par deux, leurs fleurs bisexuées, irrégulieres, a calice tubuleux ou en
cloche persistant, a corolle a tube tres développé et leur fruit sec se séparant en quatre articles

contenant chacun un graine (Hilan et al., 2005).
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2. Description du genre Thymus

2.1. Le thym

L'origine du nom le thym estsujette a diverses propos. Le Thym proviendrait du mot latin "thymus"
qui signifie "parftimé".Le Thym & partir du mot grec "thumus" qui signifie "courage. Le thym
appartient a la famille des labiées, environ 215 especes sont cultivées dans le monde (Ebrahimi et
al., 2008).

2.2. Les différentes appellations de thymus:
Nom vulgaire : thym/ djertil

Nom arabe : zaater

Nom anglais : headedthyme

Nom berbere :azoukni

Le Thymus vulgaris L. est indigéne de I’Europe du sud.il est rencontré depuis la moitié orientale de
la péninsule ibérique jusqu’au sud-est de I’Italie, en passant par la fagade méditerranéenne francaise

(Ozcan et Chalchat, 2004 ; Amiot, 2005).

Il est maintenant cultivé partout dans le monde comme thé, épice et plante médicinale. Le Thymus
vulgaris L.(figure 09) se présente toujours dans un état sauvage en plaines et collines, comme la

lavande, le romarin, la sauge et beaucoup d’autres plantes sauvages (Kaloustian et al., 2003).

En Algérie, il est représenté par de nombreuses espéces qui ne se prétent pas aisément a la
détermination. Citant ainsi quelques espéces connues en Algérie Thymusvulgaris, Thymus serpyllum,

Thymus algeriensis, Thymus hirtus, Thymus fontanésii. (Quezel et Santa, 1963).

Figure09 .Le Thymus vulgarisL.
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Tableau 5 .Classification botanique de Thymus vulgaris L.

Régne Plantes

Sous régne Plantes vasculaires
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
classe Dicotylédones
Sous classe Dialypétales
Ordre Labiales

Famille Lamiacées

Genre Thymus

Espéce Thymus vulgaris

Source (morales,2002).
3. Usage traditionnel du Thym

Le thym est utilisé fréeguemment par les populations autochtones grace a ses diverses propriétés
importantes. C'est une plante aromatique trés odorante, utilisée dans la cuisine algérienne pour faire
les différents plats ; recommandée contre tous les types de faiblesse, et indiquée pour les crampes
d'estomac, les inflammations pulmonaires et les palpitations, ainsi que les affections de la bouche,
les contusions (lésion produite par un choc sans déchirure de la peau), et les accidents
articulaires(Hans, 2007).

Il est considérée aussi comme l'un des remedes populaires les plus utiles et efficaces, dans le
traitement des affections respiratoires ; rhume, grippes, et angine. Il contribue également dans le
nettoyage et la cicatrisation des plaies, et aussi I'expulsion des gaz intestinaux (Hans, 2007).

4. Description botanique :

Thymus vulgarisL., 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 trés rameuses sont regroupées en touffe ou en buisson
tres dense. Ses feuilles sont trés petites (figure 10), ovales, a bord roulés en dessous a nervures
latérales distinctes, a pétioles extrémement courts et blanchatres a leur faces inferieures. 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 1’aisselle des feuilles supérieures. Le limbe du calice est bilabié,
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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-debut de juin (Iserin,2001).

Fleur

- Plante entiére

Fruit

Feuille

Figure 10. Aspect morphologique du Thymus vulgaris L.(Iserin,2001).

Glandes pluricellulaire secrétant 1’huile

Figure 11 .Coupe transversale d’une feuille de thym observé au microscope photonique (*800).
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5. Distribution géographique :

Le thym préfere un sol legérement 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 ( Takeuchi et al, 2004).

De nombreuses études ont révélé que les parties aériennes de Thymus vulgaris L.sont trés riches en
plusieurs constituants dont la teneur varie selon la variabilit¢ des conditions géographiques,
climatiques, de séchage, de stockage et des méthodes d’études (extraction et détection).
L’hybridation facile de l’espéce meéne a une grande variabilit¢ intra spécifique, qui affecte

I’homogénéité du rendement d’extrait et sa composition en produits chimique (Amiot, 2005).
5.1. Le thym dans le monde

Le genre thymus est I’un des 250 genres les plus diversifiés de la famille des labiés, il existe pres de

350 espéces de thym réparties entre Europe, 1’ Asie de 1’ouest et la méditerranée.

C’est une plante trés répandue dans le nord-ouest africain (Maroc, Tunisie, Algérie et Libye). Elle
pousse également sur les montagnes d’Ethiopie et d’Arabie du sud-ouest en passant par la péninsule

du Sinai en Egypte .1l estretrouvé également en Serbie et méme en Himalaya (Sardj , 2006).
5.2. Le thym en Algérie

L’Algérie est connue par sa richesse en plantes médicinales en regard de sa superficie et sa diversité
bioclimatique. Le thym de la famille des lamiacées ou labiées, comprend plusieurs espéces réparties
sur tout le littoral et méme dans les régions internes jusqu’aux zones arides. Il est représenté en
Algérie par de nombreuses espéces qui ne se prétent pas aisément a la détermination en raison de
leur variabilité et leur tendance a s’hybrider facilement .Sa répartition géographique est représentée

dans le tableau (tableau 6).
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Tableau 6 .Localisation des principales especes du thym en Algérie.

Espéce

Découverte par

Localisation

Nom local

Thymus capitatus

Hoffman et link

Rare dans la région du

Tlemcen

Auteure

Thymus fontanessi

Boiss et renter

Commun dans le tell
endémique Est

Algérie- Tunisie

Auteure

Thymus comutatus

Battondier

Endémique Oran

Thymus nmidicus

Poiret

Assez rare dans la
grand kabylie , de
Skikda a la frontiére

tunisienne

Tizaatare

Thymus vulgaris L.

Desfontaine

Trées commun dans le
secteur de [Iatlas
tellien (teni de Médea
et dans le sous-secteur
des haut plateaux
algérois, oranais et

constantinois.

Zaateur

Thymus algériens

Biss et renter

Trés commun dans le
sous-secteur des hauts
plateaux algérois et

oranais.

Djertil
Zaitra

6. Propriétés du thym

Les principales propriétés du thym sont :

Source :(Sardj , 2006).

«» Assaisonnement des aliments et des boissons.

% Antiseptique, désinfectant dermique et un spasmolytique bronchique dont il est indiqué pour

traiter les infections des voies respiratoires supérieures.

Les principaux constituants du thym

montrent des propriétés vermifuges et vermicides(Bazylko et Strzelecka, 2007) .
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Propriétés antivirales, antifongiques, anti inflammatoires, et antibactériennes; une étude
méme a montré que les extraits au méthanol et a I’hexane des parties aériennes de Thymus
vulgarisL.inhibent la croissance de Mycobacteriumtuberculosis(bactérie qui cause la
tuberculose) .

% Propriétés anthelminthiques .

% Propriétés antioxydantes, le thym est ainsi utilise comme un conservateur afin de prolonger

la durée de conservation des poissons durant leur stockage (Selmi et Sadok, 2008).
7. Principes actifs du thym :

Les principaux composes bioactifs du thym sont :

* Les acides phénoliques, ’acide caféique (Cowan, 1999) etl’acide rosmarinique(Takeuchi et al,
2004).

* Les flavonoides représentés surtout par 1’hespéridine, 1’eriotrécine ,le narirutine(Takeuchi et al,
2004). Et le lutéoléine.

* Les polyphénols : tanin (izcan et Chalchat, 2004).
8.L'huile essentielle de Thym

L'huile essentielle de thym a un goGt fort piquant, épicé, herbeux et une odeur qui est maintenue par
le séchage soigneux. Elle contient du thymol a des proportions variables suivant l'origine de I’espéce
notamment. En pharmacie, le thymol et le carvacrol sont employés en collutoires, dans les
dentifrices, les savons, les onguents, les lotions, les pastilles pour la gorge et les remédes antigrippes.

En aromathérapie, les indications de I'huile essentielle de thym sont nombreuses: abcés, arthrite,
brllures cystite, diarrhée, eczéma, oedéme, maladies infectieuses, morsures d'insecte, insomnie,
‘obésité, circulation insuffisante, sinusite, blessures, entorses et l'infection de I'appareil urinaire,

soulage les maux de téte et les migraines.

Gréce au thymol, I'huile essentielle de thym fonctionne comme expectorant et est frequemment

employé en sirops contre la toux.
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8.1. Composition chimique de I'huile essentielle du thym

Les huiles essentielles de thym sont largement utilisées comme agents antiseptiques dans plusieurs
domaines pharmaceutiques et comme aromatisants pour de nombreux types de produits

alimentaires(Amarti et al.,2010).

Le genre Thymus englobe de nombreuses especes et variétés et la composition chimique de leurs
huiles essentielles a été étudiée depuis longtemps (Tumen et al., 1998). Les huiles essentielles de

plusieurs espéces de thym ont déja prouvé leurs propriétés antibactériennes et antifongiques.
8.2. Le thymol et le carvacrol

Les excellentes capacités curatives de I'huile essentielle de thym sont dues a la présence de deux
composés souvent majoritaires dans le genre thymus(figure 12). L'un des ingrédients actifs de I'huile
essentielle de thym est le carvacrol. La présence de cette substance est confirmée par de nombreuses

expériences de laboratoire et des recherches effectuées dans plusieurs universités aux Etats-Unis.

L'autre ingrédient actif est le thymol. Ces deux substances chimiques agissent ensemble comme de

puissants agents antibactériens, antifongiques, antiviraux et antiparasitaires (Amarti et al.,2010).

CHx CH
OH
OH
HC CH5 H-C CH4
carv acrol thymol

Figure 12 .Structure de base du thymol et du carvacrol( Bruneton, 1999).

La teneur en huile essentielle de la plante varie de 5 a 25 ml/Kg et sa composition fluctue selon le

chémotype considéré (Bruneton, 1999).
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Tableau 7. Pourcentages relatifs de molécules majoritaires d’huiles essentielles de Thymus vulgaris
L.

Huile  essentielle | P -Cymene terpinere/carvacrol | Thymol Références
chimotype

Thymus 10.6 13.5 73 NS Kaloustian et
vulgarisL.carvacrol al.,2008

Thymus vulgaris 34 52.9 Gutierrez et
(Non précisé) al.,2008
Thymus 18.7 1.9 2.8 57.7 Rota e al., 2008
vulgaris(thymol)

Thymus  vulgaris | 15.3 5.63 796 |6.48 Sacchétti et
L.CH al.,2005

9. Etude des composants du thym

I’huile essentielle de Thymus vulgarisL.a été analysée en utilisant la chromatographie en phase
gazeuse (CPG) couplée a une spectrométrie de masse (SM), 30 composés ont été identifiés et
caractérisés, les plus abondant sont respectivement : thymol (44,4 - 58,1 %), p-cymene (9,1 - 18,5%),

U-terpinéne (6,9 - 18,0 %), carvacrol (2,4 - 4,2 %), linalol (4,0 — 6,2 %). La caractéristique d’huile

essentielle de Thymus vulgaris L. était sa teneur élevée du thymol (Bouhdid et al., 2006).

Le contenu phénolique total, flavonoides, catéchine, et anthocyanine dans I’infusion aqueuses
préparée du Thymus vulgarisL.a été déterminé par des méthodes spectrophotométriques (tableau 8
)(Kulisic et al., 2006).

Tableau 8 .Teneur en polyphénol (en pg EAG/mg d’extrait) dans 1’infusion aqueuse du Thymus
.wulgarisL.

Plante Phénols Flavonoide Non- Catéchine Anthocyanine
totaux flavonoide

Thymus 33.3 25 8.3 1.2 6.7

vulgaris

Source :(Kulisic et al.,2006)

45 |




Partie 1. Etude bibliographique Chapitre II.Le thym

La méthodologie habituelle pour étudier les dérivés flavonoidiques(tableau 9) dans les plantes
implique les extractions successives employant plus d’un solvant, plusieurs étapes de fractionnement
et différentes techniques de chromatographie (figure 19) pour extraire, séparer, isoler, épurer et
identifier les composés d’intérét. De nombreuses études ont confirmé que les espéces qui
appartiennes a la famille des Lamiacées sont une bonne source d’acide rosmarinique, 1’identification
des composés poly phénoliques dans I’infusion aqueuse de Thymus vulgarisL.par analyse HPLC a
montré une présence dominante d’acide rosmarinique (17,45 mg/g = 1,7 % de la masse seéche de

Thymus vulgaris) et un autre composé significatif est 1’eriocitrin (1,96 mg/g )(Kulisiii et al., 2006).

D’autres composants ont été détectés seulement en traces, I’acide caféique (0,02 mg/g) et ’acide p-
hydroxy benzoique. La composition en vitamines a été déterminée et révele la présence de la
vitamine E (J-tocophérol) (4,4 mg/Kg) (Kulisic et al., 2006).

Tableau 9 . Les flavonoides trouvés par plusieurs auteurs dans les feuilles du Thymus vulgarisL.

Flovonoides

Référence

Cirsilineol(5,4’-dihydroxy-6,7,3 trimethoxyflavone

Adzet et al., 1988 Morimitsu et al., 1995

Thymonine(5,6,4trihydroxy-783 trimethoxyflavone)

Morimitsu et al., 1995

Eriodictyol(5,7,3°,4’-tetrahydroxyflavone)

Adzet et al., 1988 Morimitsu et al., 1995

Sideritoflavone(5,3’,4’-trihydrox678trimethoxyflavone)

Adzet et al., 1988 Manzanos, 1998

Desmethylnobiletine(5-hyd6,7,8,3’,4’pentamethoxyflavone

Adzet et al., 1988 Manzanos, 1998

Apigénine(5,7,4’-trihydroxyflavone)

Kulisic et al., 2006

Lutéoline(5,7,3’,4’-tetrahydroxyflavone)

Adzet et al., 1988 Kulisic et al., 2006

Xanthomicrol(5,4’-dihydroxy-6,7,8-trimethoxyflavone)

Guillén et Manzanos, 1998

Desmethylsinensetine(5-hydroxy-6,7,3,4’tetramethoxyflavone

Kulisic et al.,2006

10. Travaux antérieurs sur les effets benefiques de la plante

De nombreuses études se sont succédées s’intéressant surtout a la composition chimique de 1’huile

extraite du thym ainsi qu’a ses propriétés antibactériennes, antimicrobiennes antifongique et

antioxydantes.
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10.1. Effets antioxydants

Thymus vulgarisL. situe parmi les fines herbes séchées contenant les plus grandes capacités anti
oxydantes. Différents composés lui permettent de posséder un tel statut, comme les phénols (thymol
et carvacrol), les flavonoides, 1’acide rosmarinique, 1’acide caféique et la vitamine E (Kulisiii et al.,

2006).

Ces constituants inhibent la peroxydation lipidique induite in vitro au niveau des mitochondries et
des microsomes. Ils inhibent ¢également partiellement la  production de [’anion

superoxyde(Bruneton, 1999).

Des recherches menées dans les années 1990 en écosse ont éetabli les vertus potentielles de la plante
et de son huile essentielle, en prévention du vieillissement. Des études récentes indiquent que

Thymus vulgarisL.est un puissant antioxydant (Iserin, 2001).

L’huile essentielle de Thymus vulgarisL.a été testée pour son activité antioxydante par deux
méthodes différentes : la technique de décoloration de la U caroténe et le test du DPPH
(Diphenylpicrylhydrazyl). Les résultats obtenus montrent que [I’huile de Thymus

vulgarisL.témoigneune grande activité antioxydante in vitro (Bouhdid et al., 2006).

A coté de I'huile, qui a été largement étudiée pour ses propriétés anti oxydantes, 1’extrait aqueux
des feuilles de Thymus vulgaris L .a présenté une activité anti oxydante importante, et les
caractéristiques anti oxydantes observées n’étaient pas entierement liées a la teneur en phénols de
I’huile essentielle dans n’importe quelle méthode analytique, mais vraisemblablement fortement
dépendantes de I’acide rosmarinique, composé phénolique principal dans 1’extrait aqueux de Thymus

vulgaris L.(Thuille et al., 2003).
10.2. Effets antimicrobiens

L’huile essentielle de thym, riche en phénols, est douée de propriétés antibactériennes facilement
mises en évidence in vitro (Bruneton, 1999). L’huile essenticlle de trois plantes dont Thymus
vulgarisL.a été testée, pour leur activité antibactérienne, 1’huile de Thymus vulgarisL.témoigne d’une
activité antibactérienne intéressante sur les bactéries gram positives comme sur les bactéries gram
négatives (Bouhdid et al., 2006).D’autre part, ces mémes auteurs ont trouve que cette grande activité

de I’huile essentielle de Thymus vulgarisL.est reliée au thymol qui est majoritaire de cette huile.
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L’activité antibactérienne de 11 huiles essentielles de plantes aromatiques contre la souche
bactérienne Bacillus cereus INRA L2104, microbe pathogéne développé en bouillon de carotte a
16°C, a eté étudiée. Une inhibition totale de la croissance des spores bactériennes a été observée pour
’agent antimicrobien Thymus vulgaris L.(Valero et Salmeron, 2003).

En outre, ’extrait organique entier de Thymus vulgarisL.est avéré étre actif contre différentes
souches bactériennes ; alors que 1’extrait aqueux indiquait la meilleure activité contre Helicobacter

pylori avec une concentration minimale inhibitrice (CMI) de 3,5 mg/ml (Iserin, 2001).

L’activité améliorée de I’extrait alcoolique du thym comparée a 1’aqueux peut étre expliquée par la
présence du thymol, un phénol alkylique qui cause la perforation des membranes bactériennes et le

flux rapide des composants cytosoliques(Thuille et al., 2003).

De méme, I’extrait acétonique de Thymus vulgarisL.a montré une activité inhibitrice a une

concentration de 0.5 mg/ml contre la Mycobacteriumtuberculosis.

L’extrait hydrosol (extrait aqueux sans huile essentielle) de Thymus vulgarisL.a été examiné pour
ses effets inhibiteurs contre quatre bactéries pathogenes (Escherichia coli, E. coli O157:H7,
Staphylococcus aureus et Yersinia enterocolitica). Basé sur les résultats de cette étude, les hydrosols
de thym ont semblé empécher la croissance des quatre microbes pathogénes examinés. Les hydrosols
de thym a concentration de 50 a 75ml/100ml étaient complétement prohibitif sur la croissance
bactérienne dans la culture de bouillon. Les résultats de cette étude ont confirmé la possibilité
d'employer des hydrosols de thym dans la conservation des aliments et des boissons. Ces hydrosols
peuvent étre utilisés dans différentes concentrations pour stocker et protéger les produits alimentaires

contre les microbes pathogenes.

En plus de ’activité antibactérienne, des études (réalisées in vivo et in vitro) ont prouveé que I'huile
essentielle (surtout le thymol) de Thymus vulgarisL. possede des propriétés antifongiques contre un
certain nombre de mycetes. Le potentiel antifongique élevé de I’huile volatile de Thymus
vulgarisL.est utilisé comme agents protecteurs des fruits de fraise (Fragariaananassa) contre la

détérioration causée par les mycétes Botrytis cinerea et Rhizopusstolonijer.(Lall et Meyer, 1999).
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1.Les laits fermentés

Les laits fermentés sont préparés depuis une époque tres lointaine en Asie centrale, dans les pays
méditerranéens et dans la plupart des régions d'élevage ou ils constituent un mode de protection et de
conservation du lait grace a l'abaissement du pH en méme temps qu'ils sont un aliment apprécié pour
sa saveur. Longtemps restés traditionnels, certains de ces produits connaissent depuis quelques
annees un développement considérable grace, d'une part, a I'intérét qu'y trouvent les consommateurs
sur le plan organoleptique, nutritionnel, voire thérapeutique et, d'autre part, a la mise en ceuvre de

procedés de fabrication industriels et aux progres de la distribution(Hui et al., 2004).

La fermentation modifie les composants du lait et les caracteres organoleptiques de celui-ci.
Certaines de ces transformations sont communes aux divers laits fermentés; c'est le cas de
I'acidification et de la gélification. D'autres sont spécifiques de chaque type de lait fermenté, comme

la formation de composés aromatiques, de gaz, d'éthanol et I'hydrolyse des protéines (Bylund, 1995).

Les laits fermentés se différencient les uns des autres par leur état final ; coagulum (ou gel) plus ou
moins ferme, créme plus ou moins visqueuse, liquide, Le produit peut aussi étre mousseux. Selon
I'origine du lait: celui-ci peut provenir d'une seule espéce (vache, bufflonne, chévre, brebis, jument,
chamelle, yack, etc.) ou de plusieurs espéces. La composition du lait en matiere grasse et en matiere

seche peut étre plus ou moins écrémée ou enrichie en matiére grasse(Hui et al., 2004).

Ces produits présentent un grand intérét dans les pays en développement en raison de leur acidité
qui en fait des aliments hygiéniques, sans inconvenients pour les consommateurs intolérants au
lactose. De plus, ils présentent une bonne valeur nutritionnelle, des qualités organoleptiques
généralement tres bien acceptées ainsi qu'une relative facilité de préparation et de distribution
(Saxelin et al., 2003).

2. Présentation du yaourt
2.1. Définition

D’aprés le codex alimentarius, le yaourt est un produit laitier coagulé obtenu par fermentation
lactique grace a 1’action de Lactobacillus delbrueckii sous espece bulgaricus (Lb. Bulgaricus) et de
Streptococcus salivarius, sous- espéce thermophilus (St.Thermophilus) a partir du lait frais ainsi que

du lait pasteurisé (ou concentré, partiellement écrémé, enrichi en extrait sec) avec ou sans addition
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de substances (lait en poudre, poudre de lait écrémé, les protéines lactosériques concentrées ou non ,
la caséine alimentaire...etc. ). Les micro-organismes du produit final doivent étre viables et

abondants.

La législation de nombreux pays exige que les bactéries du yaourt soient vivantes dans le produit mis
en vente. Certain pays ,néanmoins,admettent qu’a la suite d’un traitement thermique destiné a
améliorer la durée de conservation, le produit ne contient plus de bactéries vivantes.Cette pratique

n’est toutefois pas recommandable, car elle modifie les propriétés du yaourt (Anonyme,1995).
2.2. Histoire

Originaire d’Asie, le mot yaourt (yoghourt ou yogourt) vient de ‘yoghumark’, mot turc signifiant

«@paissir »

Dans le sillage des découvertes de Louis Pasteur sur la fermentation lactique, de nombreux
chercheurs s’intéressent aux micro-organismes présents dans le lait. En 1902, Ris et khoury, deux
médecins francais isolent les bactéries présentes dans le lait fermenté égyptien. Metchnikoff (1845-
1916) isole ensuite la bactérie spécifique du yaourt « le bacille bulgare », analyse 1’action acidifiante

du lait caillé et suggere une méthode de production sdre et réguliére (Rousseau ,2005).

Traditionnellement, ¢’est le yaourt dit « nature » et ferme qui sont 1’essentiel des productions de lait
fermenté. Dans les années 1960-1970, sont apparus les produits sucrés puis aromatisés et aux fruits.

Actuellement, ils sont majoritaires sur le marché.

L’apparition du yaourt brassé a constitué une autre étape importante de la commercialisation des
laits fermentés. En outre, le développement commercial des produits probiotiques est important et
correspond & une demande du consommateur (brule, 2003).

3. Matiére utilisées pour la fabrication du yaourt

3.1. Lait frais

Le lait est un produit de forte valeur nutritionnelle .C’est 1’un des rares aliments a contenir une
teneur équilibrée en nutriments de base (glucides, lipides et protéine). C’est aussi 'un des rares a
convenir a toutes les tranches d’age (nourrissons, enfants, adolescents, adultes, personnes agées) qui
le consomment tel quel a 1’état liquide (lait frais) ou sous forme de produits dérivés (fromages,
yaourt, crémes glacées...etc.). Avec une valeur énergétique de 1’ordre de 700Kcal/l , le lait de

plusieurs especes animales est une source importante , relativement bon marché, d’apport quotidien
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en acides aminés et acides gras essentiels ,ainsi qu’en calcium alimentaire. Le lait est aussi riche en
d’autres sels minéraux (notamment phosphore et magnésium) et en vitamines du groupe B (B1,B2
,B5et B12) et en vitamine A.

3.2. La poudre du lait

Composé essenticllement de matiére seche du lait et d’une trés faible quantité d’eau (de 2 a 59 ), la
poudre de lait a I’avantage de pouvoir se stocker et se transporter aisément pour étre utilisée via la
recombinaison comme matiére premiere pour la production des fromages ,de laits fermentés , de

crémes glacées...etc. (brule,2003).
4. Les bacteéries caractéristiques du yaourt

4.1. Les bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont des cellules procaryotes, hétérotrophes et chimio-organotrophes. Elles
sont Gram +, généralement immobiles, asporulées et ont des exigences nutritionnelles complexes
pour les acides aminés, les peptides, les vitamines, les sels, les acides gras et les glucides
fermentescibles (Brule,2003).

Douze genres bactériens figurent dans la catégorie des bactéries lactiques : Aerococcus, Alloicoccus,
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus et Weissela. Elles ont des formes en batonnets ou en
coques, elles ont également un métabolisme aérobie facultatif. Les bactéries lactiques ont en
commun la capacité de fermenter les sucres en acide lactique. Certaines sont dites
«homofermentaires» car elles produisent majoritairement de 1’acide lactique alors que d’autres sont
dites « hétérofermentaires » et produisent de I’acide lactique en méme temps que d’autres composes

(acétate, éthanol et CO2) (Brule,2003).
Parmi les principales bactéries lactiques probiotiques utilisées(figure 13) on trouve :
4.1.1. Le genre Lactobacillus

Les lactobacilles sont les microorganismes probiotiques, les plus en vue par 1’association de leur
differente population, avec les produits laitiers fermentés. Il s’agit en général de batonnets non
flagellés, non sporulés, 1’absence de catalase mais parfois une pseudo-catalase est detectée, Gram-
positifs faisant partie des BAL. Elles sont importantes pour 1’industrie alimentaire, notamment dans

les fermentations laitiéres (Corrieu, 2008).
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Elles sont anaérobies (mais aérotolérantes) et obtiennent leur énergie du métabolisme fermentatif ;
mais elles peuvent survivre en présence d’oXygéne grace a leur activité péroxydase capable
d’inactiver le péroxyde d’hydrogene. Elles ont également la capacité de survivre a des pH bas dans
les milieux qu’elles acidifient par la production d’acide lactique, produit final de la fermentation des
carbohydrates. Cette capacité a produire de 1’acide lactique donne aux lactobacilles un avantage
compétitif dans les environnements riches en nutriments, ce qui peut en partie expliquer leur

potentiel probiotique (Ait-Belgnaoui, 2006).

Une grande variété de lactobacilles sont utilisées comme probiotiques, parmi lesquelles
Lactobacillus  acidophilus,Lactobacillus  casei,Lactobacillus ~ rhamnosus, Lactobacillus

delbrueckiisubspbulgaricus, sont les espéces les plus étudiées.
4.1.1.1.Lactobacillus bulgaricus

Lactobacillus bulgaricus est un bacille Gram positif, immobile, asporulé, microaérophile. 1l est isolé
sous forme de batonnets ou de chainettes. Il posséde un métabolisme strictement fermentaire
avec production exclusive d’acide lactique comme principal produit final a partir des hexoses de
sucres par voie d’Embden Meyerhof. Il est incapable de fermenter les pentoses (Marty-

Teysset et al, 2000).

Lactobacillus bulgaricusest une bactérie thermophile, trés exigeante en calcium et en Magnésium et
sa température optimale de croissance est d’environ de 42 °C. Cette bactérie a un role
essentiel dans le développement des qualités organoleptiques et hygiéniques du yaourt
(Marty-Teysset et al, 2000).

4.1.2. Le genre Streptococcus

Les cellules de streptocoques sont des coques ou coccobacileschimioorganotrophes(Corrieu et
Luquet, 2008).Généralement groupées en paires et surtout en chaines, de longueur variable.
L’espéce thermophile Streptococcus thermophilus se différencie par son habitat (lait et produits
laitiers), par son caractere non pathogene et ses propriétés probiotiques et technologiques (Guiraud
et Rodec, 2004).
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4.1.2.1. Streptococcus thermophilus

Streptococcus thermophilus est un cocci Gram positif,anaérobie facultative, non mobile. Il est
trouvé dans les laits fermentes et les fromages.C’est une bactérie dépourvue d’antigéne du groupe D,
thermoresistante, sensible au bleu de méthyléne (0,1%) et aux antibiotiques. Elle est aussi résistante

au chauffage a 60°C pendant 30 minutes (Dellaglio et al, 1994).

Elle est isolée exclusivement du lait et des produits laitiers sous forme de coques disposées en
chaines de longueurs variables ou par paires. Sa température optimale de croissance varie entre 40 et
50°C. Son métabolisme est du type homo fermentaire (Lamoureux, 2000).

Le role principal de Streptococcus Thermophilus est la fermentation du lactose du lait en
acide lactique et en plus de son pouvoir acidifiant, elle est responsable de la texture dans les laits
fermentés. Elle augmente la viscosité du lait par production d’exopolysaccharides(composés de
galactose, glucose, ainsi que de petites quantités de rhamnose, arabinose et de mannose)
(benoit,2004).

Lactobacillus
bulgaricus

‘Streptococcus
thermophilus

Figure 13. Les bactéries lactiques du yaourt.(VVue microscopique)(benoit, 2004).
4.1.3.Bifidobactéries

Les bifidobactéries sont des batonnets aux formes variées (bifide ou ramifi€) dont la caractéristique
principale est une forme en Y. Les bifidobactéries sont Gram +, immobiles, non sporulées, non
productrices de gaz, anaérobies strictes (sauf quelques espéces pouvant tolérer I’oxygene), catalase
négatives (excepté B.indicum et B.asteroides) hétérofermentaires et saccharolytiques, ayant un
pourcentage de bases G+C compris entre 55 et 67%, et dont la composition de leurs peptidoglycanes
est trés variable. La température de croissance des bifidobactéries varie respectivement de 36 & 38°C
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et de 41 a 43°C et a des valeurs de pH comprises entre 6,5 a 7. Les especes les plus utilisées comme

probiotiques, sont Bifidobacteriumlactis et Bifidobacteriumlongum (Dong et al., 2000).
4.2. Activité antimicrobienne des bactéries probiotiques

Les bactéries probiotiques doivent essentiellement maintenir de bonnes conditions sanitaires au
niveau du tractus digestif(figure 14), il est donc important qu’elles soient aptes a inhiber le
développement des germes indésirables, soit par la production de substances antagonistes de type
bactériocines, ou autres, tels que les acides organiques et le péroxyde d’hydrogéne ; en empéchant

I’adhésion des germes pathogénes aux cellules de la paroi intestinale (Simon et al., 2005).

Amélioration de la Réduction des produits Aug.n}entan'on /de lavaleur
digestion dulactose du catabolisme éliminés nutritionnelle (bonne
(sécrétion de lactase) par le foie etlerein digestion et absorption des

minéraux et vitamines

7

Influence positive sur la @ — N

flore intestinale Cj] A ":> intestinales (virus,
Bonne croissance et le Probiotiques Helicobacter priori..) et

Prévention des infections

bien-étre urogénitales

f | %
Régulation de la Prévention de : ostéoporose, Modulation du svstéme
motilité intestinale cancer, hvpertension et immunitaire
(constipation, svndrome athérosclérose (réduction du Réducti on de I'inflammation
d’imitation intestinal ) taux de chol estérol) ou des réactions allergiques

Figure 14. Effet des probiotiques sur la santé humaine (simon et al., 2005).
4.3. Propriétes des bactéries lactiques

4.3.1. Propriété acidifiante

La fonction acidifiante est la plus recherchée des bactéries lactiques qui a pour effet une production
importante d’acide lactique conduisant a une acidification rapide et durable. Les consequences

d’ordre physicochimique et microbiologique sont récapitulées :

Coagulation du lait ;

Synérése du caillé et solubilisation du calcium micellaire ;
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Participation aux qualités organoleptiques des produits laitiers fermentés et inhibition de la

croissance de microorganismes nuisibles (surta et al., 1998).
4.4. Emploi des bactéries probiotiques dans les produits laitiers

Les produits laitiers probiotiques appartiennent a la catégorie des produits laitiers fonctionnels qui
ont montré une croissance impressionnante au cours des dernieres années(Menrad, 2003). Ainsi, le
nombre des produits disponibles et la connaissance du consommateur du concept probiotique a
évolué, et, en conséquence, la recherche sur ces produits a également augmenté. Plus de 600 produits
alimentaires probiotiques sont commercialisés par 1’industrie laitiere depuis 2006 comprenant : les
cremes glacees, les fromages, beurre, laits en poudre, desserts glacés et mayonnaise (Sveje, 2007).
Cependant, les exemples les plus connus des produits laitiers probiotiques sont le lait fermenté et les
yaourts, qui sont généralement consommés aprés quelques jours ou semaines de leur fabrication
(Nagpal et al., 2007).

Le yaourt a longtemps été reconnu comme un produit avec de nombreuses caractéristiques
appréciées par les consommateurs, ce qui en fait un choix évident en tant que porteur de
souchesprobiotiques. Au cours de ces derniéres années, la popularité de bio-yaourts, contenant des
ferments S. thermophilus, Lb. bulgaricus, Lb. acidophilus et des espéeces de bifidobacteriuma

augmenté de manieére significative (Farnworth, 2008).

Selon le British Journal of Nutrition (Guarner et al., 2005) le concept de «probiotiques » a évolué
vers une notion simple et directe: Les probiotiques sont des microorganismes vivants qui, lorsqu'ils
sont administrés en quantités adéquates conferent un avantage sur la santé de I'hote ». La
consommation de yaourt montre des avantages mesurables sur la santé liés a la présence de
bactéries vivantes, par rapport aux produits avec des bactéries tuées. Ainsi, les levains du yaourt
remplissent clairement le concept actuel des probiotiques au moins pour ses effets bénéfiques sur la

digestion du lactose in vivo " (Guarner et al., 2005).

Les cultures probiotiques de lactobacilles et de bifidobactéries restent viables dans le yaourt au cours
du stockage réfrigéré a des niveaux supérieurs & 10° UFC/g. Cependant, des problémes de stabilité
des bactéries probiotiques dans le yaourt et les produits laitiers fermentés ont été rapportés
(Farnworth, 2008).
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4.5. Intérét et fonctions des bactéries du yaourt

4.5.1. Production d’acide lactique

La production d’acide lactique est une des principales fonctions des bactéries lactiques en
technologie laitiére, car cet acide organique permet de concentrer et de conserver la matiere séche du
lait, en intervenant comme coagulant et antimicrobien .le métabolisme est du type homofermentaire

(production exclusif de 1’acide lactique).

L’acidité du yaourt est communément exprimée en degré Dornic(1°D= 0.1 g/l d’acide lactique).Elle
se situe entre 100 et 130°Dpour un yaourt brassé et entre 80 a 90°Dpour le yaourt ferme (Loones,
1994).

L’importance de 1’acide lactique durant la fabrication du yaourt peut se résumer comme suit : il aide
a destabiliser les micelles de caséines, ce qui conduit a la formation du gel ; 1l donne au yaourt son
go(t distinct et caractéristique, comme il contribue a la saveur et I’aromatisation du yaourt (Singh et
al.,2006) ,II intervient comme inhibiteur vis-a-vis des micro-organismes indésirables (leory et al.,
2002).

4.5.2. Activité protéolytique

Pour satisfaire leurs besoins en acides aminés, les bactéries du yaourt doivent dégrader la fraction
protéique du lait composé de caséine et de protéine sériques.Leur systéeme protéolytique est composé

de deux types d’enzymes distinctes : les protéases et les peptidases.

Lb. Bulgaricus posséde des protéases localisées, pour 1’essentiel, au niveau de la paroi cellulaire.

Cette activité protéasique permet d’hydrolyser la caséine en polypeptide.

St. Thermophilus est considérée comme ayant une faible activité endopeptidasiqueque. Elle dégrade
les polypeptides par son activité exopeptidasique. Elle dégrade les polypeptides par son activité

exopeptidasique en acides aminés libres.
4.5.3. Activité aromatique

Divers composés volatils et aromatiques interviennent dans la saveur et I’appétence du yaourt. C’est
principalement le lactose qui intervient dans la formation de ces composés dans une fermentation de
type hétérofermentaire .Parmi ceux- ci, I’acide lactique confére au yaourt son godt acidule.

L’cétaldéhyde, qui provient en grande partie de la thréonine, joue le role essentiel dans ces
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caractéristiques organoleptiques recherchées. La concentration optimale de ce métabolisme est
estimée a environ 10 ppm. Sa production, due principalement au lactobacille, est augmentée lorsque

ce dernier est en association avec le streptocoque qui en élabore de faibles quantités.

L’acétaldéhyde peut provenir :du pyruvate, soit par action du pyruvate décarboxylase ou par action

du pyruvate déshydrogénas ; de la thréonine par 1’action de la thréonine aldolase.

Le diacétyle contribue a donner un goQt délicat qui est du a la transformation de 1’acide citrique et,
secondairement, du lactose par certaines souches de streptocoques. D’autres composes (acétone,
acétone, etc) contribuent a 1’équilibre et a la finesse de la saveur. Ceci résulte d’un choix avisé des
souches, de la capacité a produire dans un juste rapport les composés aromatiques et du maintien de

ce rapport au cours de la conservation des levains et de la fabrication.

Notons que la saveur caractéristique du yaourt, due a la production du diacétyle et de I’acétaldyde et
qui est recherchée dans les produits type « nature », est en partie masquée dans les yaourts

aromatiseés.
4.5.4. Activité texturante

La texture et ’onctuosité sont, pour le consommateur, d’importants éléments d’appréciation de la
qualité du yaourt. Certaines souches bactériennes produisent, a partir du glucose, des polysaccharides
qui, en formant les filaments, limitent 1’altération du gel par les traitements mécaniques et

contribuent a la viscosité du yaourt.

L’augmentation de la viscosit¢ du yaourt est en général attribuée a la production d’exo
polysaccharide (EPS) qui, selon une étude portant sur plusieurs souches serait essentiellement
composé de rhamnose, arabinose et mannose( Tamine,1999).

Il est couramment admis que la production des EPS est le résultat de 1’action exercée par St.
thermophilus. Mais d’aprés(Tamine,1999). Lb .bulgaricus possede une aptitude a produire des EPS

composés de galactose, glucose, rhamnose a des rapports de 4/1/1.
4.6. Comportement associatif des deux souches

St. Thermophilus et Lb. Bulgaricus se développent en association (appelée protocoopération) dans

des cultures mixtes ayant un intérét a la fois d’ordre technologique et nutritionnel (figure 15).
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Ces bactéries, par leur activité acidifiante, ont un effet bénéfique du point de vue qualitéhygiénique
du produit. En paralléle, elles engendrent des produits secondaires qui contribuent a la qualité
organoleptique du yaourt. D’un point de vue nutritionnel, 1’activité fermentaire de ces especes
lactiques favorise une solubilisation des différents constituants du lait, améliorant ainsi leur
biodisponibilité (Courtin et al., 2002).

_

Production ——>

Stimulation———

Figure 15. Schéma illustrant les interactions de Streptococcus thermophilus et Lactobacillus
bulgaricusen culture mixte dans le lait (Mahaut et al, 2000).
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5. Les différents types de yaourts

En technologie, trois types de yaourt différent selon la consistance ou non du gel formé peuvent

étre fabriqués : yaourts liquides (ou a boire), brassés ou fermes.

Le yaourt a boire ou liquide est battu aprés avoir été brassé puis conditionné et stocké au froid. Le
yaourt « ferme » est conditionné en pot aprés mélange des ingrédients, passage a 1’étuvage a 45° C

puis en chambre froide pour arréter 1’acidification.
6.Technologie du yaourt

La fabrication du yaourt, méme si elle est connue depuis des temps trés lointains, demeure un
procédé assez complexe et en perpétuelle évolution car, il intégre a chaque fois les connaissances et
les progres réalisés dans des domaines variés tels : la biologie moléculaire et cellulaire, la chimie, la

biophysique..etc.

Les étapes de fabrication (figurel6) peuvent différer selon qu’on a affaire a un yaourt « étuvé » dont
la fermentation se fait aprés conditionnement en pots et le yaourt « brassé », dont la fermentation se
fait en cuve. Le coagulum obtenu dans ce dernier cas est dilacéré et brassé pour étre rendu plus ou

moins visqueux, puis conditionné en pots.

Globalement, il est distingué dans le processus d’élaboration les étapes énumérées ci- dessous.
6.1. Standardisation du mélange

La matiére premiére utilisée (lait frais, laitrecombiné, mélange des deux) doit étre de bonne qualité

microbiologique, exempte d’antibiotiques ou autres inhibiteurs et parfaitement homogénéisée.

La teneur en matiere grasse du yaourt est variable. Généralement, elle est ajustée de sorte que le

produit entre dans 1’une des catégories ci-apres :

-yaourt entier : au minimum 3% (en poids) de matiére grasse.
-Yaourt partiellement écrémé :moins de 3 % de matiére grasse.

-Yaourt écrémé : au maximum 0.5 % de matiére grasse.
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L’homogénéisation (a des pressions de 250 atmosphéres) réduit le diametre des globules gras et
permet ainsi une meilleure dispersion de celles-ci dans le produit, limite sa remontée au cours de

I’incubation et donne une consistance plus uniforme au yaourt fabriqué ( Lee et al 2005).

La consistance et la viscosité du yaourt sont pour une grande partie sous la dépendance de la matiére
seche du lait. La matiére grasse confere de I’onctuosité, masque 1’acidité et améliore la saveur. Les
protéines améliorent la texture et masquent aussi I’acidité. Selon le code de recommandations FAO/
OMS (1975), la teneur minimale en matiére séche laitiere non grasse doit étre de 8.2% (enpoids)

quelle que soit la teneur en matiére grasse.
6.2. Traitement thermique

Quand la préparation du lait est terminée, celui-ci est soumis alors a un traitement thermique de

pasteurisation (94 a 96°C pendant 3 a 5 minutes ). Ce traitement a pour but de :

-détruire les micro-organismes pathogénes pouvant étre présents et la plus grande partie de la flore
banale. Il permet aussi la suppression éventuelle d’inhibiteurs naturels et la simulation des bactéries

par I’apparition de facteurs de croissance.

-provoquer un déplissement par dénaturation partielle des protéines solubles et leur fixation sur les
caséines. Cet effet a pour conséquence d’augmenter les capacités de rétention d’eau du yaourt
entrainant la modification des propriétés rhéologiques du coagulum acidifié. Le caillé devient plus
ferme et la tendance a I’expulsion de sérum au cours du stockage est réduite. Avec ce traitement, le

yaourt brassé présente une structure plus homogene et visqueuse.

Immédiatement aprés le traitement thermique, le lait reconstitué est refroidi a une température de

6°C puis stocké dans des tanks pour étre, par la suite ensemencé.
6.3. Ensemencement

Elle se fait a 1’aide d’un levain comprenant exclusivement chacune des deux bactéries spécifiques
du yaourt : StreptococusThermophiluset Lactobacilusbulgaricus. La culture utilisée est ensemencée a
raison de 2 %. Une bonne agitation est nécessaire pour rendre parfaitement homogene le mélange

lait/ ferment.
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6.4. Réchauffage

Le lait reconstitué ainsi ensemencé est amené a une température généralement voisine de 45 °C par
passage a travers des réchauffeurs a plaques. La température optimale de développement du
streptocoque est de 42-45 °C, celle du lactobacille est de 47-50 °C.

Selon les régions, les consommateurs préférent des yaourts plus ou moins acides et plus ou moins
aromatiques. Les caractéres recherchés dépendent des souches utilisées et de la température
d’incubation. En abaissant celle-ci de 1 a 3 °C (42-44°C), on favorise le développement du
streptocoque et donc la production d’ardme. En I’augmentant 1égérement (45-46 °C), on favorise le

lactobacille et donc la production d’acide.
6.5. Etuvage / brassage

6.5.1.Phase d’incubation (étuvage)

Dans le cas des yaourts étuvés (dit aussi en pot,, ferme ou traditionnel), le lait ensemencé est
rapidement réparti en pots en plastique (poly-vinyl). Dans le cas des yaourts sucrés, aromatiseés, aux

fruits, a la confiture...etc., I’apport des additifs se fait avant le remplissage des pots.

Apres le capsulage (fermeture étanche par une membrane en aluminium), les pots sont acheminés

vers une chambre chaude pour incubation qui dure environ de 2 & 3 heures.

L’acidification dépend de la température et de la durée d’incubation. Les pots sont maintenus dans
I’étuve jusqu’a I’obtention d’une acidité de 0.75 (au minimum) a 1% environ d’acide lactique, soit
75 a 100° Dornic. Le caillé obtenu dans ces conditions doit étre ferme, lisse et sans exsudation de

sérum.

Une fois 1’acidité attendue est atteinte, les pots de yaourts sont alors immediatement sortis des locaux
d’étuvage, refroidis le plus rapidement possible a la température de +4°C, ce qui a pour but d’arréter
I’acidification par inhibition des bactéries lactiques. Les pots sont ensuite stockés a cette température

pendant 12 a 24 heures de fagcon a augmenter la consistance du produit sous I’effet du froid.
6.5..2. Brassage

En vue de fabriquer des yaourts brassés, le lait ensemencé est maintenu en cuve a la méme
température que dans le cas des pots (entre42 et 46 °C) jusqu’a obtention de ’acidité voulue. On

procéde par la suite au découpage et au brassage du caillé pour le rendre onctueux. Ce traitement, qui
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doit se faire avec précaution pour ne pas induire des transformations indésirables, a pour but de
rendre le caillé onctueux.il doit étre réalisé avec précaution en optant par 1’un des procédés suivants
:agitation mécanique a I’aide d’un brasseur a turbine ou a hélice ; passage du gel avec un tamis et
homogénéisation a basse pression.Une fois ce traitement opéré, le caille est immédiatement et
rapidement refroidi & une température inférieure a 10°C. Le yaourt est ensuite conditionné en pots et
conservé entre 2 a 4 °C. L’addition éventuelle d’ardmes, de pulpes de fruits, etc., se fait au moment

du remplissage des pots.
7. Conservation des yaourts

Préparés selon une technologie rigoureuse et dans des conditions hygiéniques strictes, le yaourt peut

se conservé environ 3 semaines jusqu’a la vente au consommateur sous réserve d’étre maintenu au

froid (entre 4 et 8°C).
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Figure 16. Diagramme de fabrication des yaourts ( Tamine,2006).
8. Qualités du yaourt
8.1. Aspects physico-chimiques

Le yaourt doit répondre aux caractéristiques suivantes : Couleur franche et uniforme ; Godt franc et
parfum caractéristique ; texture homogéne (pour le yaourt brassé) et ferme (yaourt étuvé (Tamime&
Robinson, 2007).
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8.2 .Aspects hygiéniques

Selon la norme nationale de 1998, N°35 parue au Journal Officiel, les yaourts ne doivent
contenir aucun germe pathogene. Le traitement thermique appliqué sur le lait avant fabrication du
yaourt est suffisant pour détruire les micro-organismes non sporulés pathogénes ou non. Leur
présence dans le yaourt ne peut étre que de maniére accidentelle. Le pH acide du yaourt le rend
hostile aux germes pathogénes, comme pour la plupart des autres germes indésirables. Les levures
et les moisissures peuvent se développer dans le yaourt. Ces dernieres proviennent
principalement de 1’air ambiant dont la contamination se situe au stade du conditionnement

(Bourgeois et al ., 1980).
8.3 Qualité organoleptique

La qualité organoleptique des aliments regroupe les propriétés d’un produit perceptibles par les
organes de sens

L’odeur et I’ardbme sont perceptibles par 1’organe olfactif. Pour 1’ardme ‘yaourt’, 1’acétaldéhyde est

considéré comme le principal composé d’ar6me.

La saveur correspond a la sensation percue par 1’organe gustatif 1’lorsqu’il est stimulé par certains
substances solubles.le yaourt est caractérisé par une saveur acide due a la présence d’acide lactique,
ainsi que la saveur sucrée est due a la présence du lactose non hydrolysé et du galactose produit au

cours de la fermentation.

La texture est définie comme 1’ensemble des propriétés mécaniques, géométriques et de surface d’un
produit, la texture en bouche des yaourts est caractérisée le plus fréquemment par le caractére épais,
nappant et  mouthfeel ‘qui est une sensation relative a la densité et la viscosité. Elle est faible pour
les produits liquides et importante pour les produits qui replissent et restent en bouche (norme 1SO
5492 ,1992).
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1. Objectifs

Les objectifs fixés a travers cette étude expérimentale s’articulent autour de 04 points essentiels :

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

polaire a savoir, le Méthanol ;

2- Faire une caractérisation phyto-chimique des principaux composés bioactifs de la plante

autochtone sauvage de Thymus vulgarisL. (Thym) prélevée de la region de Naama ;

3- Suivre les effets antimicrobiens dans 1’extrait de Thymus vulgarisL.sur les germes spécifiques
du yaourt a savoir Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgariccus en vue d’optimiser la
maniére dont il faut I’incorporer au cours du processus de fabrication d’un lait fermenté type yaourt

étuveé ;

4- Essayer d’incorporer 1’extrait de Thymus vulgaris L.a différentes doses dans la fabrication d’un
lait fermenté yaourt ferme en vue de suivre leurs effets sur la stabilité et la qualité des produits

transformés (laits fermentés) durant 21 jours de conservation au froid a 4 °C .
2. Matériel végétal

Le matériel végétal ,objet de 1’étude, le Thym (Thymus vulgaris L.) a été prélevé le mois de Mars
2017, dans la Wilaya de Naama au sud d’Algérie. Un échantillon de 2 a 3 kg pris uniquement sur la
partieaérienne de 1’espéce étudiée a été récolté d’une maniére aléatoire dans la région
deMechriarelevant de la Wilaya de 1’¢tude (figurel7). La matiére 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 conservés a sec

(température ambiante) a I'abri de I'humidité.

Figure 17.Région d’étude ( mechria ,Naama )(google Maps,2017).
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2.1. 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 de 5g/100ml
d’extrait de matiere végétale de Kikar (Acacia arabica) provenant du Pakistan et de 1’Arak

(Salvadorapersica) d’Arabie Saoudite.

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

temps et a extraire les constituants solubles par évaporation du solvant sous vide.

En général, I'extraction des composés bioactifs a partir de la matiere végétale dépend de leur
structure chimique, du type de solvant utilisé, de la méthode d'extraction de la granulométrie et du
temps de macération. Les extraits phénoliques des plantes sont généralement des mélanges des
différentes classes de composés phénoliques qui sont solubles dans le solvant utilisé. La solubilité de
ces derniers dépend du type de solvant utilisé (polarité) et de leur degré de polymérisation.

L’extraction des comp0sés bioactifs de la plante a été réalisée par usage de Méthanol aqueux comme
solvant d’extraction.le méthanol (80%) , donne généralement de meilleurs rendements d'extraction et

de ce fait il est trés utilisé par rapport aux autres solvants d’extraction (Castaneda et al., 2009).

L'extraction solide-liquide utilisée et I'état physique de la plante, réduite en poudre, permet au
solvant, méthanol de franchir la barriére de l'interface solide-liquide, dissoudre le principe actif a
I'intérieur du solide (matiére végétale) et ressortir le soluté (Matiére organique) du solide. La plupart
des auteurs suggérent que I'entrée du solvant se fait par un mécanisme osmotique et la sortie du

soluté par dialyse ou par diffusion.

L’extraction a été effectuée sur des prises d’échantillons de 10 g en triples répétitions de maticre
végétale broyée. Chaque échantillon de broyat de matiere végétale est 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
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telles que la lignine ainsi que les substances pectiques et permet une meilleure solubilisation des

principaux composés bioactifs.

L’extraithydrométhanolique obtenu a été filtré en utilisant un papier filtre Whatman n-, ayant une

porosité de 0,2um et il a été enfin débarrassé du solvant par évaporation sous vide a 45 °C.

Pour éviter toute dégradation de I’extrait due a 1’action de I’air et de la lumiere, Les échantillons ont
été conservés jusqu’a leur utilisation au réfrigérateur a 4° dans des tubes fumés en verre stériles et

bien fermés.
3. Etude chimique et phyto-chimique de thymus vulgaris

3.1. Teneur en eau

Le taux d’humidité des échantillons de la plantea été déterminé par le procédé de dessiccation a une
température de 105° C durant 24 heures ,dans une étuve isotherme ventilée a la pression

atmosphérique jusqu'a I’obtention d’un poids constant (Linden et Lorient, 1994).

X : Poids de I’échantillon
Y : Poids de I’échantillon aprés déshydratation

T% : Taux d’humidité exprimé en pourcentage

3.2. Rendement

Le rendement en principes bioactifs de la plante est défini comme étant le rapport entre la masse de
I’extrait obtenue et la masse végétale seche a traiter (Carré, 1953). Le rendement en principes

bioactifs est exprimé par la formule suivante :

R(%) : Rendement exprimé en pourcentage (%)

M; : masse en (g) d’extrait

Mo : masse en (g) de la matiére végétale trait
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3.3.Etude phyto-chimiques de extrait hydrométhanolique

Dans le but de caractériser les extraits prépares a partir du broyat de matiére végétale de Thymus

vulgaris des analyses qualitatives et quantitatives ont été effectuées.
3.3.1. Flavonoides

La présence ou I’absence des flavonoides dans un extrait peut étre mise en évidence par untest
simple et rapide appelé " réaction de Shinoda™ (Lock et al., 2006). Le test consiste a ajoutera 1ml de
I’extrait, quelques gouttes d’HCI concentré (2N) et environ 0,5g de magnésiummeétallique. Laisser
agir 3 min et regarder le changement de couleur. La présence de flavonoidesest confirmée par la

coloration rouge, orangée, rosée ou rouge violace.
3.3.2. Tanins et autres composés phénoliques

L’extrait organique de masse 100mg est dissout dans 25mL d'eau distillée bouillante, puis additionné
de quatre gouttes de solution aqueuse de NaCl a 10%. La solution ainsi obtenue est filtrée sur papier
Whatman n°5. Le filtrat refroidi est alors réparti dans quatre tubes a essai, le 4éme tube servant de
témoin (Ranarivelo, 2004 ; Rizk, 1982).

_ Tube n°1: addition de cinq gouttes de gélatine a 1%. L’apparition d’un précipité éventuel indique

la présence de polyphénols.

_ Tube n°2: addition de cing gouttes de gélatine salée (mélange volume a volume de gélatine a 1% et
de solution NaCl a 10%). L'apparition d'une précipitation par la gélatine salée signifie la présence de

tanins.
_ Tube n°3: addition de cing gouttes de FeCI3 dilué a 1% dans le méthanol.

» La présence de tanins galliques et ellagiques (tanins hydrolysables) est indiquée par 1’apparition

d’une coloration bleue noire.

» La présence de tanins catéchiques (tanins condensés) s’observe par I’apparition d’une coloration

brune verdatre.

 Une réaction négative a la gélatine salée accompagnée d'une coloration verte ou bleue noire avec

FeCl3, est due a la présence d'autres types de composés phénoliques.
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3.3.3. Alcaloides :

A 500 mg d’extrait hydromeéthanolique sec sont ajoutés 10 ml de HCI 2N aqueux. Le mélange est
ensuite porté au bain marie bouillant pendant 5 mn tout en agitant avec une baguette de verre. Apres
refroidissement, on y ajoute 500mg de NaCl. Le mélange est alors agité puis filtré sur papier
Whatman n°5. Le volume du filtrat est ensuite ramené a 10ml par addition de HCI 2N puis réparti
dans quatre tubes a essai dont 1’un servira de témoin et les trois autres sont testés respectivement par
addition de 5 gouttes de réactif d’alcaloide. La réalisation de trois tests au minimum est nécessaire
pour pouvoir affirmer la présence d’alcaloides dans le matériel végétal testé et éviter des réactions

faussement positives (Bruneton, 1999).

» Test au réactif de Mayer : la présence d’alcaloide est indiquée par 1’apparition de flocon de
précipité blanc lors de 1’addition de tétraiodomercurate de potassium (solution mélange de HgCI2 et

de KI) dans I’extrait acide.

» Test au réactif de Wagner : la présence d’alcaloide se révéle a 1’apparition de précipité rouge
orangé lors de I’addition de réactif iodo-ioduré (solution mélange de 12 et de KI) dans I’extrait

analyse.

* Test au réactif de Dragendorff : la présence d’alcaloide est révélée par 1’apparition de précipité
orange lors de I’addition de tétraiodobismuthate de potassium (solution mélange de sous-nitrate de

bismuth et de KI) dans I’extrait testé.

3.3.4.Caracteérisation des composes bioactifs de thym par chromatographie sur
couche mince (CCM)

L’analyse des extraits bruts par chromatographie sur couche mince (CCM, TLC en anglais)nous
permet dans un premier temps d’avoir une idée sur les différentes classes de composéscontenus dans

les extraits testés.
Principe

La CCM est une technique analytique simple, rapide et peu co(teuse, utilisée au cours de
laséparation et de [I’identification des métabolites. Elle repose principalement sur les
phénomenesd’adsorption et de partage, ou les molécules a séparer s’adsorbent a la surface d’un
support(phase stationnaire) et seront entrainées a travers ce dernier par un éluant (phase mobile),

donc laséparation est fonction des différences d’adsorption des composants de 1’échantillon sur la
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phasestationnaire et des différences de leur solubilité dans la phase mobile (Braithwaite et
Smith,1999).

Meéthode

Les analyses sont effectuées en phase normale, avec des plaques de silice (Silicagel 60 F254, de0,25
mm d’épaisseur) déposées sur feuille d'aluminium, ce qui constitue la phase stationnaire.Sur les
plaques préparées, on a déposé 10 ul de chaque extrait (100 mg/ml) et standard (5 mg/ml)et les
plaques sont ensuite introduites dans des cuves conventionnelles en verre préalablementsaturée par la
phase mobile, qui peut étre généralement un mélange binaire ou ternaire desolvants, selon le type de

séparation recherchée(Biallo et al., 2004).

Dans notre cas, le systemes de solvants qui a été utilisé est le n-Butanol - Acide acétique - Eau (60 :
15:25V/IVIV) (Biallo et al., 2004).

Apres développement, les plaques CCM sont séchées, observées sous lampe UV a 254 nm et 366nm,
pulvérisées par un mélange vanilline sulfurique, puis séchées a 60°C pendant 5 minutes a finde

réveéler les spots issus de la séparation.

A 254 nm, les taches sont encerclées en trait plein et a 366 nm, elles sont encerclées enpointillés, ce
sont les substances UV actives. La vanilline sulfurique (réactif de Godin) est unréactif a spectre large
permet de caractériser des terpenoides, des dérivés de type phénylpropaneset des phénols. Elle est
formée d’un mélange (V/V) d’une solution éthanolique d’acidesulfurique (V/V) et d’une solution

éthanolique de vanilline a 1%.

Les Rf sont comparés a ceux des témoins disponibles facilitant ainsi I’identification de

quelquesconstituants des différents extraits. La valeur du Rf est définie comme suit :

Di: DiStTCE entre 1’origine et la tache du produit apres élution.

Ds: Distapce entre I’origine et le font du solvant apres €lution.

Chaque substance a été identifiée par sa fluorescence sous UV, par son rapport frontal (Rf)dans le

systéeme de solvant précis et par sa couleur apres révélation avec le réactif de la vanillinesulfurique.
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3.3.5. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux de Thymus vulgaris a été effectué spectrophotométriquement

selon la méthode au réactif de FolinCiocalteu(Singleton et al., 1999).
Principe

Ce dosage est basé sur la quantification de la concentration totale de groupements hydroxyles
présents dans I'extrait. Le réactif de Folin-Ciocalteau consiste en une solution jaune acide contenant
un complexe polymérique d'ions (hétéropolyacides). En milieu alcalin, le réactif de Folin-Ciocalteau,
oxyde les phénols en ions phénolates et réduit partiellement ses hétéropolyacides, d'ou la formation

d'un complexe bleu(Daels-rakotoarison, 1999).
Mode opératoire

A 0.2 ml d’extrait est ajouté a 0.8 ml de la solution de Na, cos (75 mg/ml). Apres agitation, 1ml de
la solution de FolinCiocalteu (dilué dix fois dans I’eau distillée) est ajouté a I’ensemble. Apres 2h
d’incubation a la température du laboratoire, 1’absorbance est lue a 765 nm contre un blanc sans

extrait.

Le taux de polyphénols totaux dans les extraits, a été calculé a partir d’une courbe d’étalonnage
linaire (y=ax+b ), établie avec des concentrations précises d’acide gallique (0-200ug/ml), comme
standard de référence, dans les mémes conditions que 1’échantillon. Les résultats sont exprimés en
microgramme d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait en poudre de la plante ( ug
Eq AG/mg).

Le total des composés phénoliques est déterminé selon :

— T : Représente le total des composés phénoliques (mg EAG / g d’extrait sec de la plante)

C : Concentration d’extrait exprimé en équivalent d’’acide gallique, obtenue a partir de la
courbe d'étalonnage (mg/ml)

V : Le volume d'extrait au méthanol (ml)

__M : Poids sec d'extrait du I’extrait hydrométhanolique de la plante (g).
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3.3.6. Dosage des flavonoides

La méthode du trichlorure d’aluminium (Yi et al., 2007) est employée pour déterminer la teneur en
flavonoides totaux dans I’extrait de feuilles de Thymus vulgarisL. . 1 ml de I’échantillon (préparé
dans le méthanol avec les dilutions convenables) est ajouté a 1ml de la solution d’AlCl3 (2% dans le
méthanol), le mélange est vigoureusement agité. Apres 10 mn d’incubation, I’absorbance est lue a
430 nm.

Une courbe d’étalonnage (y=ax+b) établie par la quercétine (0-40ug/ml), réalisée dans les mémes
conditions opératoires que les échantillons, servira a la quantification des flavonoides. La teneur en
flavonoides est exprimée en microgramme d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait de

feuilles en poudre).

3.3.7. Caractérisation des composés bioactifs du thym par chromatographie

liquide a haute performance

La technique de séparation la plus appréciée en analyse phyto-chimique est la

chromatographieliquide a haute performance (pression).
Principe

La méthode de séparation fait appel aux mémes éléments de base que ceuxemployés pour la
chromatographie classique sur colonne, soit un ou plusieurs solvants et unecolonne remplie avec une
phase stationnaire, mais avec un appareillage plus sophistiqué. Lagrande différence par rapport a la
chromatographie classique réside dans la durée d’¢élution. Cettevitesse est obtenue par 1’application
d’une pression élevée grace a une pompe qui maintient constant le débit de 1’éluant, elle se distingue
¢galement de la chromatographie classique parl’utilisation d’un détecteur dont le message est

enregistré puis exploité par un détecteur relié ausysteme (Braithwaite et Smith, 1999).
Mode opératoire

Les analyses ont été réalisées a 1’aide d’un chromatographe HPLC-RP-C18, équipéd’éléments

suivants :

- Une colonne C 18 (d’une longueur de 15 cm et d’un diametre interne de 4,6 mm) contenantla phase
stationnaire apolaire (phase inverse).Cette derniere est constituée de silicemodifié chimiquement par
greffage de résidus (C-18) .Ces colonnes en phase inversepermettent la separation des composes

polaires, solubles dans 1’eau ou dans les mélangeshydro-alcooliques.
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- Un systéeme de pompage, utilisant une Pompe ( VARIAN 9010), pour déplacer la phase mobile a

hautepression (plusieurs dizaines de bars).
- Un injecteur ( VARIAN 9100), pour introduire 1’échantillon, dans le systéme a hautepression ;
- Un détecteur monochrome:( VARIAN 9065).
- Un logiciel informatique permettant de visualiser les signaux enregistres par le détecteur.
-Les conditions opératoires sont les suivantes:

— - Débit: 1 ml/minute
-Pression de travail : 57 bars
- Volume d’injection: 5 pl
- Longueur d’onde: 254 nm
- Concentration de 1’échantillon: 1-5 mg/ml
- Temps d’analyse : 60 minutes.

- Température :15 °C

— - Phase mobile est de composition constante (mode isocratique), elle est composée d’un
mélangeEau- méthanol (98 : 2 V/V).

4. Etude des effets antimicrobiens des extraits de thym au méthanol récolté de la

région de Naama.

4.1. Activation des inocula microbiens

L’étude a concerné 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 & 4 °C est au préalable ensemencée dans 10 ml de bouillon nutritif, puis incubée a 37°C
durant 03 heures. 0,1 ml de cette derniere solution constituant la solution mére 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 mélange a été incubé a 37°C pendant 24 heures.
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Souche lyophilisée conservée au froid a 4 °C

Streptococcus thermophilus// Lactobacillus bulgaricus

e 0.25g ensemencée dans 10 ml de bouillon

nutritif.
) - N
N ),
N Q:>
~ e Incubation a 37C° pendant 3heures. >
' e 0,1ml de la solution est étalé dans une l

boite de Pétri contenant le milieu M17
pourStreptococcus thermophilus et MRS
pour Lactobacillus bulgaricus.

e Incubation a 37°C pendant 24heures.

Figure 18. Méthode d’activation des deux souches(Streptococcus thermophilusetLactobacillus

bulgariccus).
4.2 Méthode 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, suivi d’une incubation a 37°C
durant 03 heures. A partir de ces dernieres solutions dont chacune constitue une solution mere d’une
espéce de bactérie lactique donnée, des dilutions décimales isotopiques croissantes dans 1’eau
physiologique ont été effectuées : allant & 10* pour respectivement les Streptococcus thermophilus et
les Lactobacillus bulgaricus. Des prélevements de 01 ml de chaque derniére dilution décimale ont
¢té 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% ( tableaul0 ).

Les mélanges des solutions ont été enfin ensemencés en triple essais (03 boites de Pétri) chacune en

surface a raison de 0.1 ml sur le milieu spécifique de croissance pour chagque espece microbienne. La
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lecture du nombre de colonies développé a eté effectuée aprés incubation des milieux ensemencés a
37°C pendant 24, 48 a 72 heures (Bourgeois et Leveau, 1980).

Tableau 10 .Concentrations des extraits de Thymus vulgarisL.obtenus par macération.

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

Quantité d’extrait 00ml 02ml 04ml oeml 08ml 10ml
aqueux pure riche en

compose bioactif

Quantité d’eau 10mi 08ml 06ml 04ml 02mi ooml

distillée

Ajoutée dans des

tubes stériles

4.3. Méthode des disques par diffusion sur gelose

Les disques ont été confectionnés a partir de papier filtre (Whatman n°2), a raison de 6mm de
diametre. Pour éviter tous risques de contamination aux germes exogenes au cours de

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

Une colonie de chaque espece lactique prélevée du milieu gélosé spécifique apres activation a été
ensemencée dans 10 ml de bouillon nutritif ; ce mélange est la solution mere. Des prises de volume
de 1ml de cette derniére solution ont été étalées séparément en surface de plusieurs boites de Pétri,
contenant le milieu MRS ou M17, selon I’espéce 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).
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La lecture des diameétres d’inhibition a été fait apres incubation des boites de Pétri a 37°C pendant

24, 48 a 72 heures a I’aide d’une régle.
4.4. Détermination de la concentration minimale inhibitrice : CMI

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

microorganisme (Denis et al., 2011).

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

mais avec le bouillon Mueller Hinton.

Les mélanges des tubes contenant séparément chaque extrait préparé a différentes concentrations (0,
20, 40, 60, 80 et 100%) et I’inoculum de bactérie lactique ont été ensuite incubés a 37 °C pendant 18
a 24 heures(figure 19).

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)(Moroh et al., 2008).

Le taux de survie du microorganisme a été mesuré au spectrophotomeétre réglé a 560 nm comme

-S : Taux de survie du microorganisme en %.

suit:

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

-Df-Di : difference de densité optique sans extraits avant et aprés incubation a 37°C durant 18
heures ( Zrihi et al., 2007).

~——
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Colonie jeune de la souche étudiée formée apres > ) O
activation sur bouillon nutritif et culture sur milieu 0 0
spécifiques a 37°C durant 24 heures. ﬂ

Une colonie est prélevée

e Ensemencement dans 10ml de bouillon
nutritif.

e Incubation a 30°C durant 3 heures.

i

e Des prises de 0,2ml d’inoculum

sont mises respectivement dans

2ml de chaque extrait pur dilué
avec le bouillon Muller Hinton.

e Incubation a 37°Cdurant 18 a
24 heures.

00 20% 40% 60% 80% 100%

HE

Figure 19.Méthode de détermination de la CMI des extraits de thym.

4.5 Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB) :

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

initial apres incubation (Moroh et al., 2008).

Pour sa détermination, le tube témoin (inoculum) a été dilué & ’cau 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(Figure20 ).Le nombre de
colonies de bactéries obtenu sur la strie de la dilution 10 est comparé & celui de chaque tube
expérimental contenant 1I’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 premier tube expérimental dont le nombre de

colonies présent sur sa strie est inférieur ou égal & celui de la dilution 10 correspondra & la CMB.
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Souche activée et diluée dans 10ml du milieu Muller Hutton

10110210°10* 20% 40% 60%80% 100%

Ensemencements en stries sur gélose de

=
|

Muller Hinton
20%
10™ 40%
10* ' I50%
107 80%
10™ / \ / 100%

Lecture aprés incubation des boites 37C° pendant 18 a

24 heures

Figure 20.Méthode de la détermination de la CMB de I’extrait hydrométhanolique chez
streptococcus thermophilus et lactobacillus bulgaricus.

5.Essai de fabrication d’un lait fermenté alicament enrichi de D’ extrait

hydrométhanolique de thym.

5. 1. Protocole expérimental

Le lait cru destiné a la fabrication des laits fermentés expérimentaux type yaourt est un lait pasteurisé

fabriqué par I’unité¢ GIPLAIT de Mostaganem.
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L’extrait pur hydroalcoolique de la plante (Thymus vulgaris) récoltée dans la région de (Naama)a ete
incorporé au cours du processus de fabrication d’un lait fermenté type yaourt étuvé (directement dans
le lait cru pasteurisé refroidi et maintenu chauffé a 45 °C) a des taux variables, respectifsde 0,2,4,6 et
8%.

Les échantillons de lait enrichis d’extraits de thym sont par la suite ensemences avec les souches
specifiques du yaourt a un taux de levains de 3% et a un rapport de souches Streptococcus
thermophilus sur Lactobacillus bulgaricus de 2S/L. Aucun additif pouvant masquer les
caractéristiques organoleptiques et rhéologiques n’est ajouté aux produits transformés (ni saccharose,

ni ardbme, ni autre additif ).

Chaque traitement étudié a été représenté par un nombre de répétitions de trois pots d’une capacité

de 100ml ; soit un nombre total de 32 échantillons expérimentaux.
5.2 Préparation des levains :

Un litre de lait servant a la préparation du ferment a été préparé a un taux de 1309/l de poudre de lait
« écrémeé », puis il a subi un traitement thermique durant 2 minutes a 100°C, et un refroidissement a
45°C.

Ce lait a été fractionné en deux échantillons de 500 et 250 ml. Le premier a été ensemence avec 0,5 ¢
d’une prise de la souche lactique lyophilisée pure de Streptococcus thermophilus. Le second
échantillon a été a son tour ensemencé avec 0,25 g de la souche pures de Lactobacillus bulgaricus.
Ces deux échantillons apres ensemencement aux deux fermants spécifiques ont été mélangés

ensemble dans un bécher et étuvés a 45°C, pendant 1 heure.

Le levain prés a I’emploi avec un rapport de souches de 2 Streptococcus thermophilus pour 1
Lactobacillus bulgaricus (2S/1L, v/v) a été enfin incorporé dans les laits destinés a la fabrication des
laits fermentés alicaments a un taux de 3% (3ml de levain dans 100 ml de lait cru pasteurisé enrichi

d’extrait de thym et maintenu durant environ 4 heures a 45 °C) .
5.3 Technologie de fabrication des laits fermentés expérimentaux :

Le lait utilisé dans 1I’étude est un lait cru de vache pasteurisé conserve au froid a 4 °C. Il a été fourni
par 'unité étatique de fabrication de lait et dérivés « GIPLAIT » relevant de la Wilaya de

Mostaganem.
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Aprés un léger chauffage a 45°C, a des prises (de 03 X 100ml) d’échantillons de lait maintenus a
cette température ont été additionnés a chaque extrait de Thymus vulgaris a raison de 0, 2, 4, 6 et
8%, respectivement. Les échantillons ont été enfin ensemencés a 3% avec un levain lactique
renfermant un rapport de souches Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus de 2S/1L.
Les pots des différentes préparations ont été sertis par du papier aluminium et orientés vers la

fermentation pendant 4 heures dans une étuve réglée a 45°C (figure 21).

Lait crupasteurisé

l

Préparation d’un litre levain

mivte

Il

Chauffage a 45 °C Reconstitution du lait écrémé
130g/I
il g/
Incorporation du I'extrait ﬂ
hydrométhanolique de thymus
vulgaris Thermisation (100°C/4 a 5min)

J

Refroidissement 45°C

Taux d’ajout

% 2% 4% 6% 8% N
* * * * * Etuvage 1 heu{le a45°C

0 00808 {

8 8 8 8 8 100 ml/pot
0000800

Etuvage a 45°C durant 4 heures ———> refroidissement et stockage a 4°C

Oh 4h 1j 7j 14j 21j
N J N v
Périodd de fermentation période dmmfication

Figure21. Technologie de fabrication des laits fermentés expérimentaux.
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5.4 Mesures et controles des laits fermentés

Les analyses expérimentales ont été réalisées en triples essais, dans chaque pot de lait fermenté

experimental.
5.4.1 Parameétres physicochimiques
5.4.1.1. Acidité

L’acidité a été déterminée d’une fagon précise par titration de 10ml d’une prise de yaourt a 1’aide

d’une soude caustique NaOH préparée a 1/9 N en présence de 4 a 5 gouttes de phénophtaléine
5.4.1.2 pH

Le dosage du pH a été réalisé par un pH-métre étalonné par deux solutions : I’une acide et 1’autre

basique.
5.4.1.3. Viscosité

La viscosité est établie par 1’utilisation d’un tube en verre de 2cm de diametre et de 18cm de

longueur équipé d’un chronométre et d’une bille normalisée

Le yaourt est défini comme un fluide viscoélastique. Il possede donc a la fois les propriétés
visqueuses d’un liquide et les propriétés élastiques d’un solide. Le comportement rhéologique du
yaourt est de type non Newtonien, dans ce sens ou la viscosité du produit dépend de la vitesse de

cisaillement ou de la contrainte exercée. La viscosité est déterminée comme suit :

— Avec :u : viscosité dynamique (Kg.m-1 .s-1) ;K : constante, tel que K= 8,175.10-4 m-2.
R : rayon de la bille tel que, r= D/2=7,7mm.

x : la distance d’écoulement de la bille, x= 16cm.

g : la force de pasteur, tel que g= 9.8 m/s2.

& bille : la masse volumique de la bille =7861,27 Kg.m-3.

& yaourt : la masse volumique de yaourt (Kg.m-3).

L t: temps parcouru pour la bille entre deux points A et B.
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5.5 Analyses microbiologiques :

- Streptococcus thermophilus : Le dénombrement des germesStreptococcus thermophilus a été

réalisé par culture d’une prise de dilution sur un milieu de culture sélectif « M17 » incubé a 37°C

pendant 48h.

- Lactobacillus bulgaricus : Le dénombrement des germesLactobacillus bulgaricus a été
effectué par culture d’une prise de dilution sur un milieu de culture sélectif « MRS » incubé a 30°C
pendant 48h.

5.6.Tests organoleptiques :

Chaque 7 jours durant toute la période de poste acidification, la qualité des laits fermentés
expérimentaux a été évaluée par un jury composé de 10 dégustateurs choisis au hasard, qui ont
appréciéles produits selon une échelle de notation variable de 1 a 10 en tenant compte des criteres

suivants :

- Godt acide : Consiste a apprécier I’ampleur de ’acidité développée par les germes lactiques

ensemencées dans les laits fermentés type yaourt au cours de I’entreposage ;

- Godt de fraicheur : Consiste a apprécier ’ampleur de la sensation de fraicheur lors de la mise

en bouche du produit ;

- Cohésivité : Consiste a déterminer la capacité maximale de déformation de 1’échantillon

avant de se rompre lorsqu’il est écrasé entre les doigts ;

- Adhésivité : Exprime ’intensité des forces inter faciales développées entre la surface d’une

cuillére et celle du produit lors d’une prise d’échantillon ;

- Odeur : Le dégustateur est appelé a apprécié 1’existence d’une odeur désagréable dans les

produits conservés au froid a 4°C ;

- Arriére-goQt : Le dégustateur est appelé a apprécier la sensation d’un arriére-gout amere dans

les produits présentés ;

- Couleur : Consiste a apprécier le niveau d’acceptabilité de la couleur des produits chez les

consommateurs (Annexe 3).
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6. Traitement statistique

Les résultats paramétriques ont été 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.

Par contre, les données relatives aux tests organoleptiques ont étéanalysees statistiquement par le test
non paramétrique de Friedman (STAT BOX 6.4).
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Chapitre | : Caractérisation quantitative et qualitative
de I’extrait hydro-alcoolique de Thymus vulgarisL.

1-Résultats

1.1.Analyses organoleptiques :

L’examen organoleptique a porté sur des tests olfactifs et gustatifscomplétés par une description de
I’aspect et de la couleur de I’extrait du thym (Thymus vulgaris L.) récupéré apres évaporation du
solvant d’extraction aprés macération durant 6 heures de 10 g de matiére végétale dans 100ml d’un

mélange de solvant formé de 80 ml de MetOH et 20ml d’Eau.

L’extrait hydro-méthanolique du thym se présente sous forme liquide, d’une couleur verte foncée,

possédant une odeur aromatique ainsi qu’une saveur forte et piquante (Tableau 11).

Tableau 11. Caractéristiques organoleptiques de 1’extrait hydro-méthanolique de Thymus vulgarisL.

Couleur Odeur Saveur Aspect

Criteres
organoleptiques

Verte Aromatique Forte et piquante Liquide

1.2. Composition chimique du thym

La teneur en eau deThymus vulgarisL.déterminée par la perte de masse par dessiccation a 1’étuve a
une température de 105 °C pendant 24 heures a révélé un taux d’humidité moyenne de 9.4% dans les

échantillons de la plante analysés (Tableau 12)

Le rendement d’extraction au méthanol aqueux des principaux composes actifs de thymest estimé a 2
%MB (de la matiere brute) de la partie aérienne de la plante. Le résultat exprimé en pourcentage de
matiere séche de la partie aérienne utilisée deThymus réveéle aussi un rendement tres intéressant ; de
I’ordre de 2.21 %MS (Tableaul?).
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Tableaul2.Composition chimique et rendement d’extraction hydrométhanolique de la partie
aérienne deThymus vulgarisL.

Rendement Rendement d’extraction
Eau % Matiere seche % d’extraction en %MS
% MB
9,4 90.6 2 2.21
+ + + +
1,75 1,75 0,17 0,17

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes, suivies des écarts types correspondants ; MB : Matiére brute ; MS : Matiere
séche.
1.3 Etude phyto-chimique qualitative

Les résultats de la caractérisation qualitative phytochimiques et par chromatographie couche mince

des principaux composes bioactifs de Thymus vulgarisL.sont mentionnés dans le (Tableau 13).

Tableaul3. Caractérisation phytochimique des principaux composés bioactifs de I’extrait hdro-

alcoolique de Thymus vulgarisL.

Composés

bioactifs de Poly-phénols | Flavonoides | Tanins | Alcaloides | Rutine | Quercétine
I’extrait de Thym
Caractérisations +++ ++++ ++ +++ Présence Présence

++++ : Trés abondant ; +++ : Abondant ; ++ : Moyen

Les tests phyto-chimiques ontmontré une faible teneur en tanins, une relative richesse en composeés
alcaloides, ainsi qu’en polyphénols et une présence trés abondante de flavonoides dans I’extrait

hydrométhanolique de Thymus vulgarisL.prélevé dans la région de Naama-Algérie(Figure22 ).
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Partie 3 : Résultats et Discussion

a/ Flavonoides. b/ Tanins.

c/Polyphénols d/ Alcaloides

Figure 22 . Caractérisation(en tube) des composés bioactifs (polyphénol, flavonoides, tanins et

alcaloides) du thymus vulgarisL.

La chromatographie couche mince a permis de détecter ’existence dans ’extrait expérimental de

thym de la rutine et des flavonoides dont notamment la quercétine(Figure23).

a : Chromatogramme apres révélation b: Chromatogramme sous UV a 366 nm. c: Chromatogramme sous UV a 254 m.
avec le réactif de Godin.

Figure 23. Chromatogrammes des principaux composés bioactifs de I’extraithydrométhanolique de
Thymus vulgarisL.
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Le Flavonols 5,6,7 tri OH libres, le Flavones 5 OH-et 4 OH ; I'ISO flavones, le Flavonols 3-OH libre, le
Dihydroflavonols comptent parmi lesprincipaux composés flavanoides recensés dans |’extrait de

thym (Tableau 14).

Tableau 14.Relation entre la fluorescence et la structure des flavonoides de Thymus vulgaris

Spot coloré Types de flavonoides
Noir Flavonols 5,6,7 tri OH libres
Brun 3-OH absent ou 3-OH subsitué
Violet Flavones 5 OH-et 4 OH / ISO flavones
Bleu claire (fluorescent) Flavones sans 5-OH libre
Jaune terne Flavonols 3-OH libre avec ou sans 5 OH libre
Jaune pale Dihydroflavonols

Source :( Lahouel,2005)
1.4. Etude quantitative des composés bioactifs de I’extrait deThymus vulgarisL.

1.4.1. Poly-phénols et flavonoides

L’extrait pur hydo-méthanolique de Thymus vulgarisL.récolté a la fin du mois de mars dans la région
de Naama-Algérie s’avére contenir de fortes proportions de polyphénols totaux estimées a 20.2 pg
EAG/mg, en moyenne. L’extrait semble aussi riche en flavonoides; 39,83 pg EQ/mg

d’extrait(Tableaulb).

Tableaul5.Teneursenpoly-phénols et en flavonoides de 1’extrait hydro-alcoolique deThymus

vulgarisL.
Mesures Composition de I’extrait hydro-alcooique
Polyphénols totaux 204-20
(ng EAG/mg d’extrait) 057
Flavonoides 39;83
(ng EQ/mg d’extrait) ahe

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes, suivies des écarts types correspondants, avec un nombre n de répétitions égal
a3 ; EAG : Equivalant d’acide gallique ; EQ : Equivalant quercétine.
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1.4.2.Profil en composeés bioactifs

Les résultats de l'analyse par HPLC-RP-C18 des principaux composés bioactifs del’extrait
hydrométhanolique de la plante aromatique de Thymus vulgarisL. sont présentés dans le (Tableaul6

et Figure 24).

L’extrait de thym collecté a Naama-Algérie a montré de fortes proportions en apigenineglycosilée et
en fisétine; 37.46 et 33.82% CB (des composés Bioactifs). L’acide benzoique et 1’acide
rosmarinique ont été marqué des taux variables de 6.87 et 7.18, en moyenne. Quant a I’hespéridine,
elle a eté trouvée a de faibles taux ; 2.19%CB, en moyenne. Le reste des composés qui n’ont pas été
identifiés ont constitu¢ une faible part n’ayant dépassé guere 7 % de I’ensemble des composés

bioactifs identifiés.
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Figure 24.Chromatogramme des principaux composés bioactifs de I'extraithydrométanolique du
Thymus vulgarisL.
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L’extrait de ce thym a montré de fortes proportions en apigenineglycosilée et en fisétine ; 37.46 et
33.82% CBP (des composés Bioactifs). La quercitrine, 1’acide benzoique et 1’acide rosmarinique ont
été marqueés des taux variables de 6.24, 6.87 et 7.18% CBP, en moyenne. Quant a 1’hespéridine, elle
a éteé trouvée a de faibles taux ; 2.19%CBP, en moyenne. Le reste des composés qui n’ont pas été
identifiés ont constitué une faible part n’ayant dépassé guére 7 % de I’ensemble des composés

bioactifs identifiés.

Tableau 16. Caractérisation des principaux composés bioactifs de I’extrait de Thymus vulgaris L.

Temps de rétention Teneurs

Composés (mn) en % CB de ’extrait
Fisétine (A) 22,30 33,82
Quercitrine (B) 23,30 6,24
Apigenineglycosilée (C) 25,30 37,46
Hespéridine (D) 30,25 2,19
Acide benzoique (E) 33,00 6,87
Acide rosmarinique (F) 33,30 7,18
Composés inconnus (G) 36,25 6,24

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes ; CBP : Composés bioactifsPolyphénoliques de I’extrait.
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2. Discussion

L’extrait hydro-méthanoliquede ce thym, se présente comme étant un liquide, volatil, caractérisé par

une forte odeur, de couleur verdatre et d’une densité moindre que celle de I’eau (Miguel, 2010).

L’essai olfactif apporté a 1’analyse de I’extrait est un élément d’une trés grande importance puisqu’il
constitue D’approche la plus simple a entreprendre pour apprécier les principaux
constitutifschimiques qu’offre la plante. L’odeur de I’extrait de la plante est le premier caractére
organoleptique déterminant de sa granderichesse en éléments bioactifs. D’aprés (Sangwan et al.,
2001), c’est plutdt les composés minoritaires de la plante qui jouent un important réle dans la
différenciation de 1’odeur.Quant a la saveur de I’extrait de la plante dont les dégustateurs ont
apprécié qu’elle était forte et piquante, ceci ,résulte certainement de la combinaison de ses multiples
constituants chimiques. A ce propos il est bien établi que le thymol et le carvacrol sont les
composants principaux du thym, a c6té du para-cymeéne, du 1,8-cinéol (eucalyptol),du linalol , ainsi
que d'autres monoterpenes, triterpénes et flavonoides(Amarti et al.,2010 ;Andersen et al.,2006).Les
changements organoleptiques d’un aliment additionné de grandes concentrations d’extraits de thym
riches notamment en huiles essentielles, capable d’éliminer la croissance bactérienne, ne sont pas
généralement acceptés par le consommateur (Solomakos et al., 2008). Ce constat limite 1’utilisation
de ces extraits a de faibles concentrations et auxquelles il faudrait associer impérativement un autre
moyen de conservation des aliments, commeles emballages, la congélation et le froid afin deles
préserver au mieux des altérations microbiennes(Lang &Buchbauer, 2012).

Les végétaux sont riches en eau et les plantes médicinales ayant des vertus thérapeutiques cueillies
fraichement peuvent en renfermer jusqu’a 60 & 80 % (Bruneton ,1999),).Pour assurer une bonne
conservation de ces plantes et préserver les composés bioactifs constitutifs durant de longues
période, du moins jusqu’au moment de 1’extraction, il est important de les sécher juste aprés récolte
et de rabattre les concentrations en eau initiales a des niveaux inférieurs ou égaux a 10 % (Paris et
Moyse, 1965). Le Thymus vulgarisL.étudié , aprés séchage, s’avére contenir de faible proportions
d’eau (moins de 9.4%) et semble donc s’appréter a une meilleur conservation de ses constituants
chimiques qui ont fait I’objet d’une extraction par macération au méthanol aqueux. Ceci, justifie les
bons rendements d’extraction en principes bioactifs (composés phénoliques) de la plante enregistre
(2a2.21 : p/p) et qui ont éte beaucoup plus élevés que celui rapporté par Amarti et al. (2010) pour la
partie aérienne de Thymus vulgarisL. (1.2% : P/P) et relativement proche a celui trouvé par le méme
auteur chez Thymus algeriensis (3% : P/P). Néanmoins, des rendements compris entre 3.0 et 5.1%

(P/P) ont été obtenus par (Bousmaha-Marroki et al.,2007) a partir de Thymus ciliatusssp. Eu-ciliatus
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récolté dans différentes régions de Tlemcen. Dans une étude faite sur différents espéces du genre de
Thymus existant en Algérie (Hazzit et al.,2006) ont obtenu des rendements variables en huiles
essentielles(HES) chez Thymus munbyanus, Thymus numidicus, Thymus vulgarisL., et Thymus
pallescens ; de I’ordre respectivement de 1.8, 2.4, 1.5 et 3.7% (P/P). Dans le méme cadre, (Houmani
et al.,2002) ont obtenu des rendements variables de 2.2 a 4.0 % (P/P) pour Thymus vulgarisL. est de
1.4 2 4.2 % (P/P) pour Thymus algeriensis. Dans une autre étude sur les mémes genres, (Elajjouri et
al.,2008) ont constaté que le rendement moyen en huiles essentielles des échantillons de Thymus
capitatus et de Thymus vulgarisL. était d’environ 2.05 et 1.75% (P/P).(Giordani et al., 2008) ont
rapporté aussi des rendements en extrait d’Huiles Essentielles (HES) de [I’espéce Thymus
vulgarisL.originaire de Djebel Ansel (Guelma) variables entre 2 et 3% (P/P). (Haddouchi et al.,2009)
ont enregistré un rendement en HES de 2 % (P/P) chez Thymus fontanesii ; par contre, (Dob et al
.,2006) ont obtenu a partir des tiges et des feuilles de la méme espéce végétale un rendement plus
faible de I’ordre de 0.9% (P/P). D’aprées (Garnero, 1975 ; Bounatirou et al.,2007), le rendement en
composés bioactifs varie essenticllement selon la nature et ’origine géographique de la plante
utilisée, ainsi que le matériel et la méthode d’extraction.De méme, (Kholkhal,2014) a constaté qu’il y
a des différences de rendement en HES selon le stade de collecte de la plante, et a enregistré des
teneurs de I'ordre de 2% (P/P) avant floraison, 3.40% (P/P) en pleine floraison et des teneurs
variables de 1.50 a 1.72% (P/P) en post- floraison. En outre, il apparait qu’une longue journée
associéee a une forte intensité lumineuse et une température élevée favorise la production de certains
composés bioactifs (Burbott et Loomis,1987). De leur coté, El-Keltawi et Croteau (1986° et
1986°)ont montré aussi que les régulateurs génétiques sont responsables de ’activation d’enzymes
biosynthétiques responsables de la synthese métabolique des mono-terpénes. C’est pour cette raison
que les connaissances de certains détails concernant la plante sont nécessaire pour une meilleur
exploitation de ses composés a effets biologiques actifs tels la saison, la parties du végétal a utiliser
et la région de collecte (1’altitude) (Okunda, 2002 ).

Il est nécessaire d’indiquer que la méthode d’extraction adoptée dans le cas de notre étude vise non
pas a extraire les HES ; mais, plutdt les composés phénoliques solubles dans un milieu aqueux
(Sultana et al.,2009). La méthode d'extraction n’est qu’un procédé d’extraction discontinu solide-
liquide par macération et qui consiste a laisser tremper le solide dans un solvant aqueux a
température ambiante durant quelques temps et a extraire les constituants solubles par évaporation du
solvant sous vide. Il est probable qu’une partie des huiles essentielles de la plante dont le thymol et la
carvacrol les plus abondons (Giordani, 2008 ;Havsteen,2002) puissent se solubiliser partiellement

au cours de 1’extraction.
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Pour une caractérisation partielle de 1’extraitau méthanol aqueux de la partie aérienne de Thymus
vulgarisL., une chromatographie sur couche mince (CCM) a été réalisée suivant la méthode décrite
par (Biallo et al., 2004). 1l s’agit d’informations sur les facteurs de rétention des constituants
chimiques, leur comportement a la lumiére UV (& 254nm et a 366nm), et leur coloration apres
révélation avec le réactif de Godin.Les résultats ont montré aprés observation a I’'UV (254 et 366
nm) et révelation par le réactif de Godin une richesse en constituants chimiques. A 254 nm, la
majorité des spots apparaissent sombres. A 366 nm, les spots apparaissent en brun et en bleu clair et
orange. Apres révélation par le Godin, la majorité des spots apparaissent en bleuatre, vert clair. Tout
ce nombre de spots éleves et de couleurs variés constitue une indication sur la présence de plusieurs
types de substances chimiques. Selon (Bruneton,1993) la fluorescence a 366 nm pourrait indiquer la
présence dans I’extrait, des stérols ou des triterpénes ; alors que, la coloration en vert ou en violet au

Godin pourraient étre des flavonoides.

Les différences de couleurs entre les spots issus de la séparation des extraits et leurs témoins
correspondants peuvent étre expliquées par le fait quun composé, présent dans un mélange
complexe (extrait), acquiere des propriétes différentes de celles du méme composé pur ; ces resultats
restent préliminaires devant ceux issus de techniques révérencielles plus élaborées de
chromatographie et de spectrophotométrie.La CCM nous a permis tout de méme de contrler la
qualité de I’extrait, méme si elle n’est pas suffisante pour identifier un constituant d’une manicre
précise, elle nous a permis d’obtenir des renseignements utiles sur les éléments constitutifs de
I’extrait étudié qui semble riche en rutine, en quercétine et en de nombreux composés flavonoides
dont notamment le Flavonols 5,6,7 tri OH libres, le Flavones 5 OH-et 4 OH; I'ISO flavones, le

Flavonols 3-OH libre et le Dihydroflavonols.

L’étude quantitative de I’extrait, préparé a partir de la partie aérienne de Thymus vulgarisL.au moyen
des dosages spectrophotométriques montre bien que le thym récolté, renferme de fortes proportions
de polyphénols totaux estimées a 20.2 png EAG/mg d’extrait (p/p), en moyenne. L’extrait semble
aussi riche en en composé flavonoides ; 39,83 ug EQ/mg d’extrait.La comparaison entre la teneur en
polyphénols trouvée dans le macéré aqueux des parties aériennes du végétal le Thymus vulgarisL. et
celle de I’infusion aqueuse de la méme plante étudiée par (KuliSic et al.,2006) nous a permis de
remarquerdes résultats similaires. L’extrait expérimental s’avére, toutefois, plus riche en flavonoides
en comparaison a I’infusion aqueuse étudiée par (Kulisic et al.,2006)qui ont rapporté une plus faible

proportion de 25.0 pg EAG/mg d’extrait.
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L’identification par HPLC des principaux composés phynoliquesconstitutifs de 1’extrait hydro-
méthanolique du thym (Thymus vulgarisL.) ,a montré une composition trés spécifique caractérisée
particuliérement par des proportions dominantesd’apigénineglycosilée et
defisétine.La fisétine ou fisétol est un composé organique rencontré chez plusieurs espéces de thym
(Marculescuet al., 2007). 1l appartient a la famille des flavonols et la sous-famille des flavonoides.Une
étude rapportée par(Maher et al., 2006)a montré que la fisétine aurait une action bénéfique sur la mémoire a
long terme.Une autre étude plus récente menée par (Maher et al. 2011) sur des souris Akita (génétiqguement
prédisposées au diabéte) montre qu'un régime riche en fraises (un fruit riche en fisétine) réduit les symptémes
de diabete et de l'activité inflammatoire liée au cancer.Roby et al. (2013) et Kulisic et al. (2006) ont étudié des
échantillons de ThymusvulgarisL.d'Egypte (extrait méthanolique) et de Croatie (préparation pat
infusion),respectivement. Dans I'extrait méthanolique de ThymusvulgarisL. ; huit acides phénoliques ont été
identifiésdont l'acide cinnamique qui n’a pas été identifié dans la plante autochtone étudiée. Ces auteurs ont
également identifié cinq flavonoides etl’apigenine était le plus abondant. L'apigénine de la famille
des flavones, de la sous classe des flavonoides est rencontré surtout dans les pétales des fleurs. Ce

composé chimique possede des propriétés anti-inflammatoires trés avérées(Pelzer et al.,1998).

Il est présent chez plusieurs espéces végétales a vertus médicinales dont le persil, le romarin,
la camomilleet aussi le Thym (Thymus vulgarisL.) (Aguilaret Hernandez-Brenes, 2015).Proestos et al.

(2005) ont analysé un échantillon de ThymusvulgarisL. en provenance de Grece, en utilisant de I'extrait
aqueux de méthanol. Ces auteurs ont identifié troisFlavonoides a savoir (apigenine, luteoline et épicatéchine).
lIs n'ont pas identifiéde I'acide rosmarinique qui est l'acide phénoliqgue majeur souvent trouvé
chezThymusvulgarisL..En outre, Kosar et al. (2005) ont identifié quatre flavonoides dont
(luteolinglucuronide,eriodictyol, luteoline et apigenine) et un acide phénolique (acide rosmarinique), dans un
extrait méthanolique de ThymusvulgarisL.provenant de Finlande. L'acide rosmarinique était aussi le plus
abondant composé phénolique trouvé. Les résultats deKulisic et al. (2006) ont, identifié chez Thymus
vulgarisL. trois acides phénoliques et six flavonoides dont I'acide rosmarinique trouvé, était éventuellement le
composé le plus dominant, comme le confirme les études menées par plusieurs auteurs (Boros et al., 2010;
Hossain et al., 2010; Miron et al., 2011; Nagy et al., 2011).

L’acide rosmarinique est un polyphénol que I’on retrouve dans plusieurs autres plantes de la famille des
lamiacées tels que le romarin, la mélisse, lI'origan, la sauge, le thym ou encore la menthe. Dans ces plantes,

’acide rosmarinique agit comme un moyen de défense contre les agressions extérieures.

Cette molécule a beaucoup été étudiée, notamment pour ses effets antioxydants, anti-inflammatoires et
antiviraux.A titre d’exemple, en tant qu’antiviral, ’acide rosmarinique a montré des effets contre I'herpés

simplex(Astani et al., 2012). D’autres études en laboratoire ont montré que 1’acide rosmarinique pouvait
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éviter 1’agglomération des protéines B-amyloides incriminées dans la maladie d'Alzheimer(Ono et al.
2012).Cependant, les teneurs en acide rosmarinique trouvées dans 1’extrait aqueux au méthanol de
Thymus vulgarisL. s’avérent occuper a coté de la quercitrine et de I’acide benzoique une faible
proportion de I1’ensemble des composés bioctifs identifiés. L'acide benzoique, de formule
chimique CgHsCOOH (ou C;HgO,) est un acide carboxylique aromatique dérivé du benzéne.ll est
utilisé comme conservateur alimentaire et est naturellement présent dans certaines plantes comme le
thym (Aguilaret Hernandez-Brenes, 2015). Dans ce cadre,Proestos et al. (2005) ont identifié et
quantifié cinq acides phénoliques chez Thymus vulgarisL.dont 1’acide génique, 1’acidecaféique, 1’acide p-
coumarique, I’acidesyringique et I’acidep-hydroxybenzoique.La quercitrine peut étre présente a de faibles

quantités dans les parties aériennes de la plante(Macheix et al., 2005).

Ce flavonoide, est un agent anti-carcinogéne, dont les activités antioxydantes et anti-inflammatoires
au niveau de I’intestin des poumons, des seins, de la prostate et du foie ont été bien caractérisées
(Camuesco et al., 2004 et Comalada et al., 2005).

Enfin, I’hespéridine,qui est un composénaturel contenu en géneral dans le flavédodes citrus, utilisé
souvent pour le traitement de la fragilité des capillaires sanguins, a été retrouvé a de faibles
concentrations dans 1’extrait hydro-méthanolique de Thymus vulgarisL.récolté dans la région de
Naama- Algérie. Ce résultat corrobore I’étude de Aguilaret Herndndez-Brenes, (2015)qui ont
confirmé I’existence chez 1’espéce Thymus vulgarisL.De ce type de flavonoide. Il est important de
souligner que I'utilisation de plantes d’origine géographique et climatique distinctes ainsi que des
méthodes d’extraction et de dosage différentes réduisent la fiabilité des résultats de comparaison

entre les études.
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3. Conclusion

Au terme de cette etude, il apparait que la teneur en eau, inférieure a 10% peut conférer a la poudre
de la plante broyée de Thymus vulgarisL. une fois récolté et séchée,une meilleure conservation a

long terme des principes actifs constituant la matiére végétale.

La détermination des rendements d’extractions au méthanol aqueux des composés bioactifs de la

plante a montré une rentabilité importante,de 2%, en moyenne.

L’extrait hydrométhanolique naturel issu de cette plante adévoilé a travers les tests phyto-chimiques
qu’il contient une variété de composés bioactifs intéressants ;tanins, alcaloides, polyphénols et

flavonoides.

La chromatographie couche mince a permis aussi de détecterl’existence dans 1’extrait hydro-
alcooliqueexpérimental de thym récolté, de la rutine ainsi que de nombreux flavonoides dont
notamment : quercétine, Flavonols 5,6,7 tri OH libres, Flavones 5 OH-et 4 OH; ISO flavones,

Flavonols 3-OH libre et le Dihydroflavonols.

Par ailleurs, les teneurs en polyphénols totaux et en composés flavonoides dans I’extrait expérimental

ont été estiméesrespectivement a 20,2ugEAG/mg d’extrait et 39,83 pgEQ/mg d’extrait,

L’essai confirmatif par HPLC a permis d’identifier six composés phénoliques dans la partie aérienne
de Thymus vulgarisL. a savoir:apigenineglycosilée,fisétine, quercitrine, acide benzoique, acide

rosmariniqueet hespéridine.

Ces résultats préliminaires montrent que les extraits bruts au méthanol aqueux testés témoignent
d’une diversité extraordinaire en principaux composeés bioactifs chez 1’espece végétale étudiée
(Thymus vulgarisL.). Néanmoins, d’autres études plus approfondies sont nécessaires et doivent étre
entreprises en particulier sur «1’isolement et la caractérisation des composés bioactifs dans les

différentes parties de la plante en fonction de la saison et des régions de collecte ».
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Chapitre 11. Effet antimicrobien de I’extrait hydrométanolique de Thymus vulgaris L.

chezStreptoccocusthermophilus et Lactobacillus bulgaricus.

1-Résultats
1.1.-Streptoccocus thermophilus
1-1-1-Diametres d inhibitions

Les diamétres d’inhibitions développés par les différentessolutions de I’extraithydro-alcoolique
riches auxcomposés bioactifs de Thymus vulgarisL. chez I’especemicrobienne spécifique du yaourta

savoir Streptococcus thermophilus sont illustrés dans la (Figure 25).

a. Extrait a 20% b. Extrait a 40% c. Extrait 860%

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

Figure 25.Effet des solutions d’extrait hydro-méthaloniquede Thymus vulgarispréparéesa
(20,40, 60, 80,100%) et de la pénicilline sur le diamétre d’inhibition chezStreptococcus
thermophilus.
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Les diametres d’inhibition les plus élevés(p<0,01) sont obtenus avec les extraits bioactifs de
Thymus vulgaris préparés a80 et 100% ; soit des valeurs de 1’ordre de 08,20 et 08,86 mm, en
moyenne.Au contraire, les plus faibles résultats (p<0 ,01)sont obtenusavec les solutions de 1’extrait
hydrométhanolique diluées a20 ,40 ,60 % ; soit des valeurs de I’ordre de 04 , 06,80 et 07,83 mm, en

moyenne, respectivement.

Cependant, les diamétres d’inhibitions développés a 20,40, 60 et 80% d’extrait autour de I’espéce
Streptococcus thermophilus aprés 24heures de cultures s’avérent statistiquement (p<0,05)
identiques.

Par ailleurs, lapénicilline a enregistréle meilleur diamétre d’inhibition (16,20 mm), par

comparaison aux déférents extraits expérimentaux.

L’analyse de variance montre I’effet prépondérant des différentes solutions de I’extrait de Thymus
vulgaris sur les variations des diamétres d’inhibitions chez Streptococcus thermophilus(Tableau
17).

Tableau 17.Effet des différentes dilutions de I’extraithydoalcoolique de Thymus vulgaris L. sur les

variations des diameétres d’inhibition chez Streptococcus thermophilus.

Concentration Effet de
d’extrait Diameétre Ecart Groupe . ; .
. . ye pep s N I’extraithydrométhanolique
hydromethanolique | d’inhibition(mm) | type | homogenes
. de thym
de Thymus vulgaris
100% 08,86 2,56 B
80% 08,20 1,60 B
60% 07,83 2,08 B | ¢
40% N
0 06,80 0,57 B |c (P<0,01)
[0)
20% 04 1.60 ¢
Pénicilline 16,20 0,27 | a

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes suivies des écarts types correspondants ; **: Effet hautement significatif du facteur
étudiée (concentrations d’extrait hydrométhanoliquede Thymus vulgaris); P:Seuil de probabilité ; a,b ,c :Groupe homogénes de comparaison
des moyennes deux a deux selon le teste de Newman et keuls .

102



Partie 3 : Résultats et Discussion Chapitre 1. Effet antimicrobien de I’extrait hydrométanolique de Thymus
vulgarisL.chez Streptoccocusthermophilus et Lactobacillus bulgaricus.

1-1-2-Taux d’inhibition

Les variations des taux d’inhibitions chezStreptococcus thermophilusen fonction des doses d’extrait
de thym est marquée tout d’abord par des résultats relativement trés élevés (P<0,01) allant de
57,63 a 50 et a 36,98% respectivementpour les solutions d’extrait de Thymus vulgarispréparees
a100 ,80 et 60%, successivement.Par contre, les faibles taux d’inhibition (P<0,01) sont constatés a
40 et 20 % de I’extrait de la plante ; avecdes valeurs respectivement de 1’ordre de 31,50et 13,69 %,

en moyenne.

L’analyse de la variance dévoile I’effet majeur de la solution d’extrait deThymus vulgaris sur les
variations des taux d’inhibitions chez I’espéce bactérienne étudiée  Streptococcus

thermophilus(Tableau 18).

Tableaul8.Effet des différentessolutions de I’extrait de Thymus vulgarisL.sur le développement des

taux d’inhibitions chez Streptococcus thermophilus.

Concentration d’extrait Effet de ’extrait
hydrométhanoliquede d’inhi-[)?tl;())(n %) hSr;?)uEe)ﬁses hydrométhanolique
Thymus vulgaris 0 g de thym
100% 57,53 b
80% 50,00 b
60% 36,98 b
*
40% 31,50 b C (P<0,05)
20% 13,69 C
Pénicilline 100 a

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes; * : Effet significatif du facteur étudiée (concentrations d’extrait hydrométhanoliquede
Thymus vulgaris); P:Seuil de probabilité ; a,b ,c :Groupe homogénes de comparaison des moyennes deux a deux selon le teste de Newman et
keuls .

1-1-3-Méthode de contact direct

Les effets des différentes solutions de I’extraithydrométhanolique du Thymus vulgarisL.sur la

croissance de Streptococcus thermophilussont mentionnés dans la figure suivante (Figure26).

103



Partie 3 : Résultats et Discussion Chapitre 1. Effet antimicrobien de I’extrait hydrométanolique de Thymus
vulgarisL.chez Streptoccocusthermophilus et Lactobacillus bulgaricus.

Les solutions de 1’extraithydrométhanolique de Thym préparées a20 et 40% ont révélé de faibles
taux (P<0,01) de croissance de 1’especeStreptococcus thermophilus par rapport au témoin a base de
I’eau distillée stérile 86. 10%t 51. 10%vs 111. 10°UFC/ml. La prolifération de ce microorganisme
continue & diminuer (P<0,01) & 60% de I’extrait ; 44.10* UFC/ml, en moyenne. Par ailleurs, les
solutions préparées a 80 et 100% del’extrait hydrométalonique du thymont exercé une action
bactéricide sur Streptococcus thermophilus; ainsia ces concentrations d’extrait de thymus

vulgarisaucun développement de cette espece microbienne n’a été observé.

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

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

Figure 26.Effet des solutions de I’ extraithydo-alcoolique de Thym
sur la croissance de Streptococcus thermophilus.

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

vulgarisL.sur la croissance de Streptococcus thermophilus(Tableau 19).

104



Partie 3 : Résultats et Discussion Chapitre 1. Effet antimicrobien de I’extrait hydrométanolique de Thymus
vulgarisL.chez Streptoccocusthermophilus et Lactobacillus bulgaricus.

Tableau 19. Effet des différentes dilutions de 1’extraithydro-méthanolique de Thymus vulgarisL.sur

la croissance de Streptococcus thermophilus.

Concentration d’extrait Nombre de Grounes Effet de ’extrait
hydrométhanoliquedeThymus colonies homo gnes hydrométhanolique de
vulgaris (UFC/ml) g thym
100% 00 e
80% 00
60% 44, 10* d
o 2 **
40% 51.10 C (P<0,01)
20% 86. 10°* b
00% 111. 10 a

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes; **: Effet hautement significatif du facteur étudiée (concentrations d’extrait
hydrométhanoliquede Thymus vulgaris); P:Seuil de probabilité ;UFC : Unité Formant Colonie ; a,b ,c :Groupe homogenes de comparaison
des moyennes deux a deux selon le teste de Newman et keuls .

1-1-4-Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)

Les solutions d’extrait hydro-alcooliquepréparées a 20 et 40% laissent 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 supérieurs, ce microorganisme s’aveére incapable de survivre aprés 18 heures d’incubation
a37°C.

C’est a partir de I’extrait préparé a 60% que la croissance de Streptococcusthermophiluss’annule
d’une maniére absolue ; cette concentration est retenue comme étant la concentration minimale
inhibitrice (Tableau 20).

Tableau 20.Evaluation de la Concentration Minimale Inhibitrice des solutions de I’extrait
hydrométhanolique de Thymus vulgarischezStreptococcus thermophilus.

Concentration de I’extrait hydrométhanolique
Paramatr Témoin de Thymus vulgaris
arametres emol 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% 00 | 00 00
CMI CMI=60% v

df : Densité optique aprés incubation ;di :Densité optique avant incubation, CMI : Concentration minimale
inhibitrice ; S(%) : Pourcentage de survie .
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1-1-5. Concentration minimale bactéricide (CMB)

A travers la (Figure 27), il apparait que 1’extrait préparé a 20 et 40% n’a pas inhibé totalement la
croissance de Streptococcus thermophilus .Cependant, 1’extrait a 60% a engendré un pourcentage de
survie proche de 0,01% de I’espéce bactérienne expérimentale ; cette solution a base des composés

bioactifs de Thym constitue donc la CMB.

Il résulte enfin, a partir du rapport CMB/CMI obtenu et qui est égal & Olque I’extrait hydro-
alcoolique de thym exerce un effet inhibiteur de type bactéricide chez I’espéce étudiée

Streptococcus thermophilus (Tableau 21).

20%

40%

60%

80%

100%

? S 0,01 de survie

Figure 27.Déterminations de la CMB des solutions d’extrait de Thym
chezStreptococcus thermophilus.

Tableau 21. Action inhibitrice de 1’extrait hydro-méthnolique de Thymus vulgarischezStreptococcus

thermophilus.

Type d’inhibition del’extrait

Désignation CMB CMI CMB/CMI hydro-méthanolique

Solutions actives d’extrait

0, 0,
de Thymus vulgaris 60% 60% 01

. D’aprés (Oliver, 2007) :
CMB/CMIL2 (Effet bactéricide). Bactéricid
CMB/CMI>2 (Effet bactériostatique). actericide

Normes

. D’apreés (Marmonier ,1990) :
CMB/CMI<4 (Effet bactéricide).
CMB/CMI>4 (Effet bactériostatique).
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2-1-Lactobacillus bulgaricus
1-2-1 Diamétres d inhibitions

Les diametres d’inhibitions développés par les différentes solutions de 1’extraits hydrométhanolique
de Thymus vulgaris chez Lactobacillus bulgaricus sont illustrés dans la (Figure 28).

Le diametre d’inhibition le plus élevé est réalisé avec 1’extrait pur de Thymus vulgaris concentré a
100% ; 11 mm,en moyenne (p<0,01). Le diametre de cet extrait est comparable a celui de la
pénicilline (p>0,05) ; 11 vs12,89mm ,en moyenne.Au contraire, les plus faibles résultats (p<0,01)
sont réalisés dansles solutions de 1’extrait, concentrées a 20 et 40 % ; 04,33 et 06, 33 mm, en

moyenne respectivement.

Par ailleurs, les diamétres d’inhibitiondéveloppés a 60 et 80% de I’extrait chez Lactobacillus
bulgaricus aprés 24heures de cultures s’avérent relativementproches de 1’extrait pur (p<0,01);

7,56 vs 7,74 vs 11, en moyenne.

a. Extrait a 20% b. Extrait a 40% c. Extrait a60%

r

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

Figure28.Diamétres d’inhibition des solutions hydro-alcooliques de I’extraitde thym, ainsi
que de la pénicilline chez Lactobacillus bulgaricus.
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L’analyse de la variance montre 1’effet prépondérant des différentes concentrations d’extrait de
Thymus vulgaris sur les variations des diameétres d’inhibition chez Lactobacillus

bulgaricus(Tableau22).

Tableau 22.Effet des différentes dilutions de I’extrait Thymus vulgaris sur les variations des

diamétres d’inhibition chez Lactobacillus bulgaricus.

Concentration Diameétre Ecart | Groupes Effet de ’extrait
d’extraithydrométhanoliquede | d’inhibition tvoe | homo Enes hydrométhanolique de
Thymus vulgaris (mm) yp g thym

100% 11,00 299 | a | b
80% 07,74 1,2 b |c
60% 07,56 0,57 b|c
40% 06,33 0,74 C **
(P<0,01)
20% 04, 33 0,57 C
Pénicilline 12,89 0,60 | a

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes suivies des écarts types correspondants ; ** : Effet hautement significatif du facteur
étudiée (concentrations d’extrait hydrométhanoliquede Thymus vulgaris); P:Seuil de probabilité ; a,b ,c :Groupe homogénes de comparaison
des moyennes deux & deux selon le teste de Newman et keuls .

1-2-2- Taux d’inhibition

Les variations des taux d’inhibition de I’espéce bactérienne Lactobacillus bulgaricus en fonction des
taux d’extrait hydro-alcoolique de Thymus vulgarissont caractérisées par des effetsantimicrobiens
tres marquants (P<0,01) de 85,57, 60, 52 et 53,89% pour respectivementles solutions de Thymus
vulgaris concentrées a 100,80 et 60%.Par contre,de faibles taux de croissance de la bactérie
(P<0,01) sont constatés a20 et 40% de I’extrait; 31,20 et 42,69%, en moyenne.

L’analyse de la variance montre I’effet dominant de la concentration d’extraits de Thym(Thymus
vulgaris) sur les variations des taux d’inhibitions chez 1’espece bactérienne Lactobacillus bulgaricus
(Tableau 23).
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Tableau23.Effet des différentes dilutions de I’extrait bioactif de Thymus vulgaris L. sur les

variations des taux d’inhibitions chez Lactobacillusbulgaricus.

Concentration d’extrait Taux Effet de I’extrait
ethanollquede_ Thymus d*inhibition (%) Groupes homogénes | hydrométhanolique
vulgaris de thym

100% 85,57 a b

80% 60,52 b C

60% 53,89 b C

*
[0)
40% 42,69 C (P<0,05)
20% 31,20 C
Pénicilline 100 a

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes; * : Effet significatif du facteur étudiée (concentrations d’extrait hydrométhanoliquede
Thymus vulgaris);P:Seuil de probabilité ; a,b ,c :Groupe homogénes de 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 hydro-méthanoliquede Thymus vulgarissur la croissance

de Lactobacillus bulgaricus sont représentés dans la figure (Figure 29).

Les solutions d’extrait de Thym préparées a 20 et 40% révelentde faibles(P<0,01) taux de
croissance de Lactobacillus bulgaricus par comparaison au témoin; 85 10%t 6410* vs 120.

10*UFC/ml, en moyenne.

La prolifération de ce microorganisme continue a diminuer (P<0,01)a 60% d’extrait de la
plante ; 49.10*UFC/ml, en moyenne .Par ailleurs, les solutions préparées & plus de 80% de I’extrait

de thym ont inhibé totalement la croissance microbienne des Lactobacillus bulgaricus.
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e. Extraita 60%  f. Extrait a 80% d. Extrait a 100%

Figure 29. Effets des solutions de I’extrait de Thym sur la croissance de Lactobacillus
bulgaricus.

L’analyse de variance dévoile I’effet inhibiteur trés significatif des solutions de 1’extrait de Thymus

vulgarisL.sur la croissance de Lactobacillus bulgaricus (Tableau 24).

Tableau24.Effet des différentes dilutions de I’extrait hydrométhanolique de Thymus
vulgarisL. sur la croissance de Lactobacillus bulgaricus.

Concentr{;\tions d_’extrait Nombr_e de Groupes Effet,de Pextrait
hydromethanollql_Jede colonies homogénes hydrométhanolique de
Thymus vulgaris (UFC/ml) thym
100% 00
80% 00
60% 49. 10 C ok
40% 64. 10" b (P<0,01)
20% 85. 10 b
00% 120. 10* a

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes; **: Effet hautement significatif du facteur étudiée (concentrations d’extrait
hydrométhanoliquede Thymus vulgaris); P:Seuil de probabilité ; UFC : Unité Formant Colonie ; a,b ,c :Groupe homogénes de comparaison
des moyennes deux a deux selon le teste de Newman et keuls .
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1-2-4-Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)

Les solutions d’extrait de thym préparéesa 20, 40 et 60% laissent un taux de survie de I’espéce
bactérienne de Lactobacillus bulgaricus d’environ 89, 49, 50 et 0,50% respectivement ; alors qu’a
des taux de I’extrait supérieurs ce microorganisme s’avere incapable de survivre aprés 18 heures

d’incubation a 37°C.

Ainsi, a des taux d’extrait de 80%, aucune prolifération de Lactobacillus bulgaricus n’est
remarquee; cette concentration est retenue comme étant la concentration minimale inhibitrice de

I’espéce bactérienne lactique étudiée (Tableau 25).

Tableau25.Evaluation de la Concentration Minimale Inhibitrice des solutions d’extrait de Thymus
vulgarisL. chez Lactobacillus bulgaricus.

Concentration de I’extrait hydrométhanolique
i Témoin de Thymus vulgaris
Parametres | oooe) | 20% | 40% | 60% | 80% 100%
3,000 3,000
. 0021 | 2,622 | 2628 | 2,898
df (DO) 0221 | 2800 | 2727 | 2,900 | 3,000 2,811
df-di (DO) 0,200 | 0178 | 0,099 | 0,001 | 00 0,189
S (%) 100% | 89% | 49.50%  050% | 00 00
A4
CMI CMI=80%

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

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

A travers la (Figure 30), il apparait que les solutions d’extrait hydro-méthanolique préparées a
raison de 20,40,60% n’ont pas inhibé totalement la croissance de Lactobacillus bulgaricus.
Toutefois, celle préparée a 80% a engendréun pourcentage de survie proche de 0,01% de 1’espéce
bactérienne expérimentale ; cette solution a base des composeés bioactifs de Thym représente donc la

CMB chez Lactobacillus bulgaricus.
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vulgarisL.chez Streptoccocusthermophilus et Lactobacillus bulgaricus.

Il résulte enfin, a partir du rapport CMB/CMI égale a1,00 que I’extrait expérimental de thym exerce

un effet inhibiteur de type bactéricide vis-a-vis de La bactérieétudiée :Lactobacillus bulgaricus.

(Tableau).
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Figure 30. Déterminations de la CMB de I’extraithydro-méthanolique de Thym chez

Lactobacillus bulgaricus.

Tableau 26. Action inhibitrice de I’extrait hydro-méthanolique de Thymus vulgarisL. chez

Lactobacillus bulgaricus.

Normes

CMB/CMI>2(Effet bactériostatique).

D’apres (Marmonier ,1990) :
CMB/CMI<4 (Effet bactéricide).
CMB/CMI>4 (Effet bactériostatique).

ye pepses
Désignation CMB CMI cme/cmi | Type d'inhibition de
I’extrait de thym
Solutions actives
d extralt_hydro- 80% 80% 01.00
alcoolique
de Thymus vulgaris
. D’aprés (Oliver, 2007) :
CMB/CMIZL2 (Effet bactéricide). Bactéricide

112




Partie 3 : Résultats et Discussion Chapitre 1. Effet antimicrobien de I’extrait hydrométanolique de Thymus
vulgarisL.chez Streptoccocusthermophilus et Lactobacillus bulgaricus.

2 -Discussion

L’extrait hydro-méthanolique de Thymus vulgaris L.récolté dans la région de Naama- Algérie
semble réduire significativement (P<0,01) a de fortes concentrations la croissance des germes
specifiques du yaourt ;Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus. Par comparaison a la
solutiontémoin standard, larégression de la croissance de ces deux especesbactériennes étudiées
commence a apparaitre a 20 et 40% de ’extrait, devient importanteda 60% et aucun développement
des germes n’est observéa 80 et 100% d’extrait hydro-alcoolique de la plante. Ces réponses sont
dues certainement ala grande richesse de 1’extrait en principaux composés bioactifs de la plante
ayant des effets antibactériens, certains contre les deux bactériesétudiées. A ce propos, plusieurs
auteurs ((Amarti et al.,2010, Tumen et al., 1998, Bruneton,1999, Gutierrez et al.,2008,Rota et
al.,2008,Sacchéttietal,2005, Thuille et al,2003..)ont rapporté 1’existence dans la partie aérienne du
thym (Thymus vulgaris) de nombreux composés bioactifs dont (les huiles essentielles, les
flavonoides, les poly-phénols, le thymol...etc.) exercant des actions inhibitrices remarquables a
I’encontre de plusieurs bactéries pathogénes et banaux gram- et gram+ (Candida albicans,

Staphylococcus aureus,.. .etc).

Il est bien connu que les poly-phénols comptent parmi les composés possedant le plus large spectre
antibactérien. Ces composés retrouveés largement dans la plante,objet de 1’étude,le Thymus vulgaris
L.constituent le réservoir de molécules guérisseuses d'un grand nombre de maladies connues
(cancers, diabetes, hypercholestérolémie, hypertension, infections urinaires, infections
nosocommiales...etc.) et sont I'arme de défense du régne végétal contre de nombreux champignons,
insectes verres et autres ravageurs nuisibles (Pibiri, 2006). Ces composés phénoliques entrainent
notamment des Iésions irréversibles sur les membranes microbiennes et elles sont utiles dans les
infections bactériennes, virales et parasitaires,quelque soit leur localisation (karuna,2006.).Les
autres composes antimicrobiens, souvent rencontrés dans le thym sont en particulier ; les huiles
essentielles dont la différence d’activité biologique est liée étroitement a sa composition chimique,
aux groupes fonctionnels des composés majoritaires (alcools, phénols, composés terpéniques et
cetoniques) et a leurs effet synergiques (Lahlou, 2004).

Rota et al. (2008) ont montré par ailleurs dans une étude, une grande sensibilité spécifique de
Streptococcus thermophilus vis-a-vis du thymol extrait de thymus vulgaris.En comparaison avec les
travaux menés par plusieurs auteurs(Aouni et al.,2013 ; Cao et al., 2009) I’action antimicrobienne
des composés bioactifs du thym peut étre due ,non seulementa la concentration élevée du

thymol;mais aussia d’autres composés majeurs tels 1’o—terpinéneet mineurs tels le carvacrol et le
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bornéolconsidérés comme étant les principaux composés clés dans la différenciationd’activité
antimicrobiennes des extraits bioactifs des plantes médicinales (Cao et al., 2009).D’aprés (Zohary et
al., 2004 ; Friedman et al., 2002 ; Aligiannis et al., 2001 ; Dorman et Deans, 2000), le thymol et le
carvacrol sont les plus bactéricides.Par ailleurs, I’a-terpinene assure aussi, I'inhibition de plusieurs
especes bactériennes (Dorman et Deans, 2000).11 a été aussi bien prouvé que le bornéol est doté
d’un haut pouvoir antimicrobien du fait de sa grande solubilité¢ dans 1’eau, ce qui lui confére une

haute capacité a traverser les membranes des cellules bactériennes(Tumen et al, 1998).

L’extrait pur du Thym accuse un pouvoir inhibiteur comparable a celui de la pénicilline chez
particulierement 1’espéce microbienne Lactobacillus bulgaricus. Les composés bioactifs de la
plante étudiée récoltée dans la région de Naama-Algérie apportent donc une alternative efficace et
valable au plan antibactérien contre les germes pathogénes et banaux d’altérations. Leurs mélanges
synergiques peuvent éliminer les germes sans possibilité de créer une résistanceet peuvent aussi
améliorer la qualité et la stabilité des produits transformés aux cours de la conservation. De plus, ces
composés bioactifs naturels n'ont pas d'effets secondaires sur la santé,si on les compare aux

antibiotiques synthétiques (Turbide, 2009).

Si I'on parle d'activité antimicrobienne d’un extrait d’une plante ou d’une quelconque substance
active et/ou d’un antibiotique vis-a-vis d’un germe il est distingué deux sortes d'effets; une activité
létale ou bactéricide et une inhibition de la croissance ou activité bactériostatique.L’analyse de la
CMI et la CMB montre que Streptococcus thermophilus est sensible a 60% d’extraits bioactifs de
Thym avec un rapport de CMI/CMB=1 ; par contre, Lactobacillus bulgaricus est sensible a 80%
avec un rapport de CMI/CMB=1.D’apres,(Oliver,2007) étant donné que ce rapport est inférieur ou
égale a 2 ,I’extrait a I’éthanol aqueux de thymus vulgaris L.exerce donc un effet de type
bactéricide chez les deux especesbactériennes étudiées.(Marmonier,1990),rapporte,d’autre part ,que
lorsque le rapport CMB/CMI d’une substance antibactérienne est inférieur ou égale a 4 ,ceci
suppose qu’elle présente un effet bactéricide ;alors que si le rapport est supérieur a 4 ,elle présente
plutbt un effet dit bactériostatique.Ainsi d’une fagcon globale, les solutions
d’extraithydroalcooliquede Thymus vulgaris semblent exercer un effet bactéricide tres intéressant
vis-a-vis de Streptococcus thermophiluset Lactobacillus bulgaricus. Les principaux composés
bioactifs du Thymus vulgarisont un spectre d’action trés large puisqu’elles inhibent aussi bien la
croissance des bactéries que celles des moisissures et des levures(Oussalah et
al.,2010 ;Mhibel,2006). Leur activité antimicrobienne est principalement en fonction de leur

composition chimique, et en particulier de la nature de leurs composés volatils
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majeurs(Ming,2007).Le plus souvent, I'action de certains de ses composés bioactifs, comme les
huiles essentielles ,est assimilée & un effet bactériostatique, malgré que certains de leurs constituants
chimiques semblent avoir des propriétés bactéricides.Elles agissent en empéchant la multiplication
des bactéries, leur sporulation et la synthese de leurs toxines(Zhiri, 2006).En général, il est bien
établi que les principaux composés bioactifs des plantes médicinales dont le thym possedent
plusieurs modes d’actions sur les différentes souches de bactéries et agissent :soit ,en détériorant la
paroi bactérienne en provoquant une augmentation de la perméabilité puis la perte des constituants
cellulaires ,soit,en acidifiant I’intérieur de la cellule en bloguant la production de I’énergie cellulaire
et la synthése des composants de structure et soit en détruisant le matériel génétique, conduisant a la

mort de la bactérie (Yang et al.,2008).

Il est bien prouvé que le thymol, ’'un des composants principal du thym est impliqué dans
I'inhibition des processus de transport des électrons, dans le transport intracellulaire des protéines,
dans les étapes de phosphorylation et dans d'autres réactions enzymatiques chez de nombreuses
especes microbiennes(Burt, 2004 ). Le carvacrol est aussi considéré comme biocide, avec son
précurseur, le p-cymeéne, un antibactérien faible, mais il agit probablement en synergie avec lui par

I'expansion de la membrane, ce qui entraine la déstabilisation de la membrane ( Tapas,2008).
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3. Conclusion

Les solutions d’extrait hydro-alcoolique de Thymus vulgarisL.ont montré in-vitro des effets
inhibiteurstrés intéressantsvis-a-vis de la prolifération des deux bactéries spécifiques du

yaourt ,etudiées a savoir :Streptococcus thermophilus et Lactobaccillusbulgaricus.

Le degré d’inhibition des deux souches lactiques s’avére dépendre de la concentration en extrait de
thym utilisée. Ainsi, plus la concentration en extrait de la solution est importante, plus le degré
d’inhibition (p<0.01) desStreptococcus thermophiluset Lactobacillusbulgaricus est considérable.
Apparemment, aucune prolifération de ces germes n’est observée a des concentrations d’extrait

hydro-méthanolique de 80 et 100%.

Comparativement a la pénicilline, les Lactobacillus bulgaricus ont démontré une plus grande
sensibilité a I’extrait hydro-alcoolique pur de thym que leurs équivalents les Streptococcus

thermophilus.

Par ailleurs, 1’étude a montré que cet extrait riche en composés bioactifs de la planteexerce un effet
antimicrobien de type bactéricide sur la croissance des souches étudiées.
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Chapitre I11. Effet de I’extrait hydrométhanolique du thym sur la qualité des laits

fermentés.
1. Reésultats

1.1. Analyses physicochimiques

1.1.1. PH
D'une facon globale, le pH a marqué une évolution décroissante de 6,34 a 4,48,en moyenne

durant les deux périodes de fermentation et de poste acidification (Figure 31).
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Figure 31. Evolution de pH des laits fermentés additionnés d'extrait

hydrométhanoliquede Thymus vulgaris.

Par ailleurs, les valeurs de pH ont connu durant ces périodes une augmentation proportionnelle
en fonction des doses d’extrait au méthanol de thym incorporé dans les produits (p<0,01) ; soit
des niveaux de pH variables de 4,88 a 5,14 en moyenne pour les taux d’extrait variables de 0 a

8%, respectivement dans les laits fermentés.
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L’analyse de la variance montre 1’effet prépondérant des doses de 1’extrait méthanolique
ajoutées sur les variations des valeurs de Ph des laits fermentés a 2 et a 4 heures de la période de
fermentation et au 7°™ ,14°™ et 21°™ jour de la période dr post acidification (tableau27).

Tableau 27. Evolution de pH des laits fermentés additionnés d’extrait hydrométhanolique de thymus
vulgaris.

Facteurs | Doses de I’extraithydrométhanolique de Effets de I”’extrait
Thymus vulgaris incorporées Moyennes | hydrométhanoliquede
Périodes 0% 2% 4% 6% 8% Thym
6.34 6.34 6.36 6.36 6.37
OH + + + + + 6,34 p>0.05
< 0.3 0,33 0,30 0,27 0,34 NS
2 2H | 486° | 4,84° | 4,95 | 549° | 504° o
2 + + + + + 5,22 p<0.01
S 0,08 0,06 0,13 0,38 0,15
L 4H | 525° | 4,83" | 4,75% | 454®° | 4,42° *
(1J) + + + + + 4,76 p<0.05
0,63 0,09 0,12 0,08 0,1
7'y | 422° | 43" | 433" | 437" | 448 *
S + + + + + 4,34 P<0.05
= 0,04 0,73 0,03 0,08 0,05
2~ | 14" | 430° | 4,33° | 444" | 455 | 4,59° o
S| 3 - i + i + 4,44 p<0.01
© ~ 0,03 0,09 0,13 0,06 0,1
2 21°M | 4,16™ | 4,02° | 4,48 | 475" | 5,01° *x
g J + + + + + 4,48 p<0.01
0,09 0,55 0,04 0,25 0,17
Moyenne 4,88 4,75 4,89 5 5,14 \

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes plus ou moins écarts types ; NS : Effet non significatif du facteur étudié (concentration
d’extrait au méthanol de Thymus vulgaris) ; ** : Effet hautement significatif du facteur étudié (concentration d’extrait de Thym) ; * : Effet

significatif du facteur étudié (extrait de thym) ;H : heures ; J : Jours a, b, ¢ : comparaison des moyennes par le test de Neweman et Keuls.

1.1.2. Acidité

Durant ’expérimentation, la premiere période de fermentation a noté une augmentation explicite de
l'acidité des laits fermentés de 17,31°D & O heure & 81,74°D au 1% jour, aprés 4 heures de

fermentation.

Au cours de la phase de poste acidification, il est remarqué une augmentation de I'acidité des laits

fermentés de 87,09°D au 7éme jour, puis les valeurs diminuent légérement & 78,28°D au 14°™ jour,

pour atteindre 88,28°D en moyenne, en fin de la période de conservation (Figure32).
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Figure 32.Evolution de I'acidité Dornic des laits fermentés additionnées de 1’extrait
hydrométhanoliquede Thymus vulgaris.

Durant les 2 heures de fermentation, I’acidité des laits fermentés reste invariable et comparable entre
les échantillons expérimentaux (p> 0,05) ; 15,7 a 18,33°D a 0 heure et 19,6 a 25,33°D, en moyenne a

2 heure de fermentation.

A partir du 1% jour, en fin de la période de fermentation et durant tout la phase de conservation de
post acidification, I’acidité s’avere d’autant plus réduite (p <0,01) de (68,84, a 66,06, a 62, 55, a
58,86 et a 56,37°D, en moyenne) que le niveau d’incorporation d’extrait au méthanol de thym est
respectivement augmenté de (0, & 2, a 4, & 6 et & 8%) dans les essais de laits fermentés

expérimentaux (Tableau 28).
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Tableau 28. Evolution de I'acidité (° D) des laits fermentés additionnés de I’extrait
hydrométhanoliquede thymus vulgaris.

Facteurs | Doses de I’extrait hydrométhanolique de Effetsde I’extrait
Thymus vulgarisincorporeées Moyennes | hydrométhanolique
Périodes 0% 2% 4% 6% 8% de Thym
N
15,7 18,33 16,97 18,17 17,4
OH + + + + + 17,31 p>0.05
2,07 3,05 2,001 1,25 3,53 NS
c
o
5 2H 24,87 25,33 22,2 20,7 19,6
S + + + + + 22,54 p>0.05
§ 0,95 5,44 0,3 2,40 0,7 NS
(3}
LL
4H 88,37% | 86,97* | 83,07° | 76,33° | 73,97° kel
(1J) + + + + * 81,74 p<0.01
0,95 1,97 1,12 1,32 0,25
7'™J | 96,93° | 94,7 | 853" | 80,73° | 77,8 ok
. + + + + + 87,09 P<0.01
o 6,73 471 3,60 1,54 1,67
>,
IS 14°™ | 88,6% | 80,53 | 78,9° | 73,63° | 69,73" *x
kS J + + + + + 78,28 p<0.01
= 3,03 1,84 1,65 1,56 0,83
©
'S
¢ |21°™J| 986" | 90,53" | 88,9" | 8363 | 79,73" o
2 + + + + + 88,28 p<0.01
o 3,03 1,84 1,65 1,56 0,83
Moyenne 68,84 | 66,06 | 62,55 | 58,86 | 56,37

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes plus ou moins écarts types ; H : heures ; J : Jours.NS : Effet non significatif du facteur étudié

(concentration d’extrait au méthanol de Thymus vulgaris) ; ** : Effet hautement significatif du facteur étudié (concentration d’extrait de

Thym) ; a, b, ¢ : comparaison des moyennes par le test de Neweman et Keuls.

1.1.3) Viscosité

La viscosité a nettement augmenté du début de fermentation au 1

4éme

jour de post acidification; de

82,51 & 447,46 Kg/ms. Au 21°™ jour de conservation, la viscosité des échantillons connait une légére

baisse a 348, 09 Kg/ms, en moyenne (Figure 33).
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Figure33. Evolution de la viscosité des laits fermentés additionnés de I'extrait

hydrométhanolique de Thymus vulgaris.

De plus, il est observé pendant les deux périodes de 1’étude (fermentation-post acidification) une
relation inversement proportionnelle ,(p < 0,01) des variations des valeurs de la viscosité avec
l'augmentation des taux d'incorporation d’extrait de thym de (0, a 2, a 4, a 6 et 8%), les résultats
enregistrés dans les produits sont par ordres successifs comme suit: 297,33 ,272,10, 249,64,
228,13 et 194,42 Kg/ms en moyenne (Tableau 29).
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Tableau 29. Evolution de la viscosité (Kg/ms) des laits fermentés additionnés de 1’extrait

hydrométhanoliquede Thymus vulgaris.

Facteurs Doses de I’extrait hydrométhanolique de Effets de
Thymus vulgaris incorporées Moyennes | D’extrait de
Périodes 0% 2% 4% 6% 8% Thym
81,35 | 83,46® | 86,09 | 79,06" | 82,6® *
OH + + + + + 82,51 P<0.05
c 1,56 3,005 2,93 0,54 1,21
S 2H | 131,39° | 105,06° | 98,70° | 91,89° | 88,34 o
2 + + + + + 103,08 p<0.01
S 1,50 5,69 0,35 0,48 0,91
L 4H | 220,19° | 195,26" | 180,68° | 176,53% | 170,48° *
(1J) + + + + + 188,63 p<0.01
0,35 3,03 0,69 1,29 0,58
7°™ 3 | 400,35" | 368,1° | 317,79° | 293,80" | 220,89° ok
S + + + + + 320,19 P<0.01
= 1,70 24,93 2,15 6,88 0,13
= ~ | 14 J | 551,837 | 497,49° | 464,84 | 417,117 | 306,02° *
S + + + + + 447,46 p<0.05
¢~ 1,59 2,18 4,54 1,85 | 170,77
2 21°™J | 398,86° | 383,24° | 349,77° | 310,39% | 298,19° ok
g + + + + + 348,09 p<0.01
1,17 0,96 1,55 2,18 0,51
Moyenne
297,33 | 272,10 | 249,64 | 228,13 | 194,42

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes plus ou moins écarts types ;H : heures ; J : Jours ** : Effet hautement

significatif du facteur étudié (concentration d’extrait de Thym) ; * : Effet significatif du facteur étudié (extrait de thym) ; a, b,

¢, d, e : comparaison des moyennes par le test de Neweman et Keuls.

1.2. Analyses microbiologiques

1.2.1.Streptococcus thermophilus

Le nombre de Streptococcus thermophilusdans les essais expérimentaux a connu d’une fagon globale

une augmentation de 87.10* & 250.10* UFC/mI en moyenne de 0 heure jusqu'au 14°™ jour, puis la

croissance microbienne diminue a 181.10* UFC/mI a la derniére semaine de conservation au 21

jours(Figure 34).
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Figure 34.Evolution du nombre de Streptococcus thermophilus (Nx10* UFC/mI) des laits fermentés
additionnés De I’extrait hydrométhanolique de Thymus vulgaris L.

Au cours de I’étude expérimentale, il est remarqué une évolution décroissante du nombre de
Streptococcus thermophilus en fonction des dosesincorporés d’extrait de thym ; avec un nombre de
198.10* UFC/mI pour I'échantillon témoin et 175.10* UFC/mI pour celui préparé a 4% d’extrait de
thym vs 136.10* UFC/ml pour I'échantillon & 8% d’extrait de thym.

L’analyse de variance sur I'évolution du nombre de Streptococcus thermophilus durant les
périodes de fermentation et de post acidification a montré un effet hautement significatif du facteur
étudié: taux d'incorporation d’extrait de thym (Tableau30).
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Tableau30.Evolution du nombre de Streptococcus thermophilus (Nx10* UFC/ml) des laits
fermentes additionnés de 1’extrait hydrométhanolique de thymus vulgaris.

Facteurs Doses de ’extrait Effets de
hydrométhanoliquedeThymus vulgaris Moyennes | DP’extrait de
incorporées Thym
Périodes 0% 2% 4% 6% 8%
**
OH 88? 89° 80° 90° 87° 87 P<0.01
C
S
g o =
2 99 104° 95° 78° 78° 91 p<0.01
o
L 4H (1J) ok
185° 175" 169° 161¢ 139° 166 p<0.01
7emeJ *%x
o 288° 283° 259" 217° 201¢ 250 P<0.01
>
C
= 14°™ J ok
S b c d e
= 302 290 260 213 183 250 p<0.01
©
.g Zleme J ok
2 229° 202" 187° 160¢ 126° 181 p<0.01
g
Moyenne 198 190 175 153 136

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes plus ou moins écarts types ;H : heures ; J : Jours. ** : Effet hautement significatif du facteur

étudié (concentration d’extrait de Thym) ; a, b, ¢, d, e : comparaison des moyennes par le test de Neweman et Keuls.

1.2.2.Lactobacillus bulgaricus

Durant les deux périodes de fermentation et de poste acidification, le nombre de Lactobacillus
bulgaricus dans les différent laits fermentés expérimentauxs'avére augmenter de 14.10* & 111.10*
UFC/ml en moyenne de 0 heure jusqu'au 14°™ jour, puis diminue & 82.10* UFC/mI au 21*™jour de

la période de conservation (Figure 35).
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Figure 35. Evolution du nombre de Lactobacillus bulgaricus (Nx10* UFC/ml) des laits fermentés
additionnés d'extrait au méthanol de Thymus vulgaris L.

Pendant I’expérimentation, il a été constaté une relation inversement proportionnelle entre le nombre
des Lactobacillus bulgaricus et I'élévation des taux d’extrait de Thymus vulgaris(P<0.01) suit des
baisses du nombre des germes de 86. 10* & 65.10* & 53.10" et 38.10* UFC/ml pour les taux d’extrait

incorporés de 0, 2, 4, 6 et 8% respectivement dans les produits.

L'analyse de variance dévoile I’effet hautement significatif d’incorporation d’extrait
hydrométhanolique de thym sur les variations du nombre de Lactobacillus bulgaricus au cours de la

fermentation et la phase de poste acidification (Tableau 31).
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Tableau 31.Evolution du nombre de Lactobacillus bulgariccus (Nx10* UFC/mI) des laits fermentés
additionnés de I’extrait hydrométhanoliquede Thymus vulgarisL.

Facteurs Doses de I’extrait hydrométhanolique de Effets de
Thymus vulgaris incorporées Moyennes | DP’extrait de
Périodes 0% 2% 4% 6% 8% Thym
OH 11 15 11 18 13 14 p>0.05
IS5 NS
5 2H =
= 32° 34° 21° 15° 19° 24 p<0.01
E
e 4H (1J) =
81° 7 67 52° 321 62 p<0.01
7eme J *%x
S 127* | 102° 95" 72° 38¢ 87 P<0.01
©
e~ | 14 o
2 éj 157° 124° 114° 90° 72° 111 p<0.01
(-5 o
2 215 *x
g 107° 08? 79° 71° 54° 82 p<0.01
Moyenne 86 75 65 53 38 \

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes plus ou moins écarts types ; H : heures ; J : Jours. NS : Effet non significatif du facteur
étudié (concentration d’extrait & méthanol de Thymus vulgaris) ;. ** : Effet hautement significatif du facteur étudié (concentration d’extrait de

Thym) ; a, b, ¢, d : comparaison des moyennes par le test de Neweman et Keuls.

1.3. Test organoleptique
1.3.1. Godt acide

Globalement, durant les 4 périodes de poste acidification ,le yaourt témoin était classé au premier
rang du point de vue godt acide avec une moyenne des sommes des rangs de 16,5 par rapport aux
autres essais expérimentaux qui ont marqué, d'aprés les dégustateurs, un abaissement d'acidité avec
des moyennes des sommes des rangs de 30,12 pour 4% et le moins acide de 2% avec 41,5 sommes

des rangs.

L'analyse de variance sur I'évolution du godt acide des yaourts expérimentaux avec ou sans extraits
de thym, a montré des effets hautement significatifs pendant toute la phase de post acidification
(Tableau 32).
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Tableau 32. Variation du godt acide des laits fermentés additionnés de 1’extrait
hydrométhanoliquede Thymus vulgarisL.

Facteurs Doses de I’extrait hydrométhanolique de Effets de
Thymus vulgarisincorporeées Moyennes | D’extrait de
Thym
Périodes 0% 2% 4% 6% 8%
1er vJ **
335% | 435° 29° 21° 23° 30 p<0.01
8 7EMe 5 **
% 375" | 405" | 34° 225" | 12,5° 29,4 P<0.01
c
2
®
.:;_) 14eme J **
S 42 5° 42° 27° 24° 14,5° 30 p<0.01
5y
-Iq—'l, 21emeJ * %
3
o p<0.01
455 | 40° 30,5° 18° 16° 30
Moyenne 39,75 41,5 30,12 21,37 16,5

Les résultats sont présentés en somme des rangs ; ** : Effet hautement significatif du facteur étudié (doses d’extrait de Thym) ; J : Jour ; a, b,

¢, d : Comparaison des sommes des rangs deux a deux.

1.3.2. Go(t de fraicheur

Au cours de la période de conservation, les dégustateurs ont bien appréciés le godt de fraicheur des
laits fermentés additionnés d'extrait au méthanol de Thymus vulgaris L. dont les meilleurs résultats
ont été montrés pour I'échantillon de 2 et 4% d’extrait de thym avec des moyennes des sommes des
rangs de 19,87 et 21,12 ,successivement par rapport aux autres essais préparés a 0, 6 et 8% qui n‘ont

pas été vraiment bien appréciés par les dégustateurs ; 30 vs 35 vs 44 somme des rangs ,en moyenne.

L'analyse de variance marque des effets hautement significatifs des concentrations d’extrait
hydrométhanolique de thym sur les variations de godt de fraicheur des laits fermentés pendant toute

les périodes de post acidification (Tableau 33).
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Tableau33.Variation du goGt de fraicheur des laits fermentés additionnés d'extrait
hydrométhanoliquede thymus vulgaris.

Facteurs Doses de I’extrait hydrométhanolique de Effets de
Thymus vulgaris incorporeées Moyennes | D’extrait de
Thym
Périodes 0% 2% 4% 6% 8%
13 | 335° 19° 13,5° 38° 46° 30 *x
p<0.01
o | 7"™J | 405" | 215 19° 285" | 41,5 30,2 *x
% P<0.01
c
8
S 1™y 30® 21° 225° | 335" | 43 30 o
?Cf’ p<0.01
(&}
¢
g [y | 165 | 18" | 295° | 405" | 46° 30 *
o p<0.01
Moyenne 30 19,87 21,12 35,12 44,12

Les résultats sont présentés en somme des rangs ; ** : Effet hautement significatif du facteur étudié (doses d’extrait de Thym) ; J : Jour ; a, b,

¢, d : Comparaison de sommes des rangs deux a deux.

1.3.3.Cohésivité

La cohésivité a tendance a diminuer avec l'augmentation de la dose de thym dans les yaourts

expérimentaux; soit des moyennes de sommes des rangs qui varient de 16,12 pour le témoin a 46,75

sommes des rangs, en moyenne pour I’essai préparé a 8% d’extrait de thym.

L'analyse de variance démontre des effets hautement significatifs des doses de [’extrait

hydrométhanolique incorporés sur les variations de la cohésivité des produits au cours de la période

de post acidification (Tableau34 )
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Tableau34.Variation de la cohésivité des laits fermentés additionnés de 1’extrait

hydrométhanoliquede Thymus vulgaris.

Facteurs Doses de I’extrait hydrométhanolique de Effets de
Thymus vulgaris incorporées Moyennes | D’extrait de
Thym
Périodes 0% 2% 4% 6% 8%
157 s
p<0.01
19,5¢ 16° 27° 375" 50° 30
)
%‘_; 7emeJ *k
S 155% | 185" 26° 41° 49° 24 P<0.01
g
% 14eme J x
8 15 | 185" | 285° | 385" | 49,5 30 p<0.01
[«5]
3
o ZlemeJ *x
14,5 19¢ 29° 39,5 | 485° 30,1 p<0.01
Moyenne

16,12 18 27,62 39,12 46,75

Les résultats sont présentés en somme des rangs ; ** : Effet hautement significatif du facteur étudié (doses d’extrait de Thym) ; J : Jour ; a, b,

¢, d : Comparaison de sommes des rangs deux a deux.

1.3.4. Adhésivité

Au cours de toute la phase de conservation, les dégustateurs ont noté nettement(p <0,01) que

I'adhésivité du témoin est meilleure par rapport aux autres échantillons ; avec des moyennes des

sommes des rangs de 14 contre, 19 ; 26,75 ; 41,5 et 48 pour ceux préparés a 2, 4, 6 et 8% d’extrait au

méthanol de thym. L'analyse de variance effectuée sur I'évolution de I'adhésivité des laits fermentés

a base d’extrait de thym dévoile cette fois des effets hautement significatifs pendant toutes les
phases de la période d’étude (Tableau35).
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Tableau 35 .Variation de I'adhésivité des laits fermentés additionnés de I’extrait

hydrométhanoliquede Thymus vulgaris.

Facteurs Doses de I’extraithydrométhanolique de Effets de
Thymusvulgarisincorporées Moyennes | DP’extrait de
Périodes 0% 2% 4% 6% 8% Thym
c 13| 13° 19 | 265° | 42° 48° 29,7 o
= p<0.01
S | ™3| 165" | 185" 24° 41° 48,5° 29,7 *x
=0 P<0.01
S 14 ™y | 12° | 215" | 275° | 40° 49° 30 o
P p<0.01
g 217 14,5° 17° 29° 43° 46,5° 30 *
p<0.01
Moyenne 14 19 26,75 41,5 48

Les résultats sont présentés en somme des rangs ; ** : Effet hautement significatif du facteur étudié (doses d’extrait de Thym); J : Jour ; a, b,

¢, d, e : Comparaison de sommes des rangs deux a deux.

1.3.5. Odeur

Selon les dégustateurs, I'odorat du 2°™ et 3°™ échantillon a 2 et 4% d’extrait de thym marquent les
meilleures notes par rapport aux autres essais expérimentaux ; avec des moyennes des sommes des
rangs de 19,25 et 21,62 ; respectivement (Tableau 36).

Tableau36.Variation de I'odeur des laits fermentés additionnés de I’extrait hydrométhanolique de
Thymus vulgaris.

Facteurs Doses de I’extrait hydrométhanolique de Effets de
Thymus vulgaris incorporées Moyennes | IP’extrait de

Périodes 0% 2% 4% 6% 8% Thym
c 1M 36° 16° 16,5° 32° 48° 29,7 o

= p<0.01
8 | "™ | 335° 20° 18° 33,5° 45° 30 *x

=0 P<0.01
ST 147 17° 24° 21° 39,5 48,5° 30 fal

i p<0.01
g8 | 21" 14,5° 17° 31° 38" 47,5° 29,6 *x

p<0.01

Moyenne 25,25 19,25 21,62 35,75 47,25 \

Les résultats sont présentés en somme des rangs ; ** : Effet hautement significatif du facteur étudié (doses d’extrait de Thym) ; J : Jour ; a, b,

¢, d : Comparaison de sommes des rangs deux a deux.
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1.3.6. Arriére-goQt

Pendant les 4 périodes de conservation I'échantillon témoin a été spécifiquement mieux apprécié au
plan de l'arriere-goQt par les dégustateurs que les yaourts expérimentaux additionnés d'extrait de
thym. Cependant, I’essai préparé a 2 et 4% s’averent proches du témoin ; 21 vs 25,75 vs 16,62

sommes des rangs, en moyenne (Tableau 37).

Tableau 37.Variation de I'arriere-goQt des laits fermentés additionnés de 1’extrait hydrométhanolique
de Thymus vulgaris.

Facteurs Doses de I’extrait hydrométhanolique de Effets de
Thymus vulgaris incorporées Moyennes | I’extrait de
Périodes 0% | 2% | 4% | 6% | 8% Thym
1°7J
19,5° | 185" | 225° 42° 47,5% 30 *x
o p<0.01
OS'/ 7emeJ
c 18° 21,5° 26,5¢ 37,5 46,5 30 kel
2 P<0.01
S
E 14eme J
S 16,5° | 205 | 25° 395" | 485° 30 o
Y p<0.01
§ 21emeJ
12,5° | 235 29" 40° 45° 30 o
p<0.01
Moyenne 16,62 21 25,75 39,75 46,87

Les résultats sont présentés en somme des rangs ; ** : Effet hautement significatif du facteur étudié (doses d’extrait de Thym); J : Jour ; a, b,

¢, d : Comparaison de sommes des rangs deux a deux.

1.3.7. Couleur

D'une fagon générale, les dégustateurs ont bien accepté la couleur des laits fermentés additionnes
d'extrait de thym notamment a 2 et 4% d’extrait de thym ; avec des moyennes des sommes des rangs
de 16,75 et 20,62,successivement(Tableau 38).
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Tableau38.Variation de la couleur des laits fermentés additionnésde 1’extrait hydrométhanoliquede
Thymus vulgaris.

Facteurs Doses de I’extrait hydrométhanolique de Effets de
Thymus vulgaris incorporées Moyennes | IP’extrait de
Périodes Thym
0% 2% 4% 6% 8%
1°J
**
35,5° 14° 16° 38,5 45° 29,8 p<0.01
7emeJ
**
®) 32° 20° 17° 36 43° 29,6 P<0.01
53
s
" —_— eme
kS 14 J b c b a a
= 26 13,5 23,5 40 47 30 fal
S p<0.01
(&}
¢
3
3
o ZlemeJ
**
15° 19,5° 26° 43? 46,5° 30 p<0.01
Moyenne 27,12 16,75 20,62 39,37 45,37

Les résultats sont présentés en somme des rangs ; ** : Effet hautement significatif du facteur étudié (doses d’extrait de Thym) ; J : Jour ; a, b,
¢, d : Comparaison de sommes des rangs deux a deux.
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2. Discussion

Pendant les deux périodes de 1’étude, du début de la fermentation et a la fin de la phase poste
acidification apres 21 jours de conservation au froid a 4° C, les valeurs de pH ont tendance a
diminuer de 6,37 a 4,48. Ces réductions de pH résultent sans doute d’une production d’acide lactique
suite a une fermentation du lactose du lait par les deux souches spécifiques ensemencées a savoir

Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus(Alais et Lenden, 1984 ; Luquet, 1990).

Par ailleurs, les valeurs de pH ont connu une croissance remarquable en fonction des doses
incorporées de I’extrait hydrométhanolique de thym dans les produits (p<0,01) ; soit, des
augmentations variables de 4,88 a 5,14 en moyenne pour des taux en extrait incorporés variables de
0 a 8%.

La fermentation modifie les composants du lait et les caractéristiques organoleptiques de celui-ci.
Certaines de ces transformations sont communes aux divers laits fermentés; c'est le cas surtout de
I'acidification et de la gélification. D'autres sont au contraire spécifiques a chaque type de lait
fermenté, comme la formation de composés aromatiques, de gaz, d'éthanol et I'hydrolyse des
protéines (Bylund, 1995).

La fonction acidifiante est la plus recherchée des bactéries lactiques qui a pour effet une production

importante d’acide lactique conduisant a une acidification rapide et durable (Jones, 2004).

Contrairement au pH, I’acidité a marqué une augmentation durant tout la période expérimentale a

partir de 17,31°D a 0 heures pour atteindre 88,28°D au 21éme jour.

Il est bien connu que 1’association symbiotique nommée actuellement « protocoopération » de
Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus se traduit par un effet synergique notable sur
I’activité acidifiante du milieu. Le démarrage de la fermentation lactique est ainsi assuré par les
Streptococcus thermophilus qui utilisent comme facteurs de croissance les acides aminés et les
peptides se trouvant dans le milieu et libérés des caséines par hydrolyse partielle enzymatique des
amino-peptidases sécrétés par les Lactobacillus bulgaricus. Durant cette premiere phase de la
période de fermentation, I’acide lactique produit, abaisse le pH du milieu jusqu’a 5,4 ou la croissance
des Streptococcus thermophilus est freinée. La fermentation est ensuite relayée par les Lactobacillus
bulgaricus qui utilisent comme facteurs de croissance le CO2 et I’acide formique produit au

préalable par les Streptococcus thermophilus(Ebenzer et Vedamuthu, 1991).
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Au pH d’environ 4,6 de caillage correspondant a la fin de fermentation apres 4 heures, les laits
fermentés ont été stockés au froid a 4°C. Pendant 21 jours ou la croissance notamment les
Lactobacillus bulgaricus et donc la production d’acide lactique continue a se faire a de faibles

quantités.

A ce propos plusieurs auteurs ( tiwary et ponday,1981 ;garcia —ruiz et al.,2012 ; kivanc et al.,1991)
ont constaté qu’en présence d’extrait de thym ,la croissance denombreuses bactéries lactiques dont
lactobacillus bulgaricus est retardée.l’étude réalisée par ( choliare et al.,2007)rapporte que 1’extrait
hydroéthanoique du thym préparé a 4% peut manifester une baisse de la croissance des bactéries
lactiques( tiwary et ponday,1981) dépassant6 log UFC par comparaison a 1’extrait préparé a 0,1 qui a

enregistré une inhibitiondes germes de 1’ordre de 1,7 log / UFC.

Par ailleurs, il apparait que les huiles essentielles de Thymus vulgarisprésentent un large spectre

d’inhibition des germes lactiques ( Nair et al.,2015).

Dans le travail réalisé par ( Hayouni et al.,2008)Lactobacillus bulgaricus s’est montrée la plus
sensible en enregistrant une inhibition totale aprés trois jours de contact avec 25,5 et 2,5 ul d’huiles
essentielles de thym, vient par la suiteLactobacillus casei avec une absence de croissance apres 72

heures de contacts avec 25 ul d’ HES de la méme plante étudiée.

Nair et al .,(2015) ont constaté par ailleurs que 1’utilisation du carvacrol a 1% ,principal composé
d’huile essentielle de thym, exerce une inhibition de lactobacillus dépassant 3 Log UFC aprés 14

jours de contact.

Les valeurs d’acidité enregistrées restent toutefois conformes aux normes requises pour un yaourt
destiné a la consommation ; inférieures & 150°D pour I’acidité et supérieur a 4 pour le pH (Blanc,
1984).

Par ailleurs, durant la période expérimentale, il a été constaté une évolution décroissante de I’acidité
en fonction des taux d’incorporation d’extrait du thym ; avec une moyenne de 68,84°D pour
I’échantillon témoin et qui varie jusqu’a 56,37°D pour le lait fermenté préparé a 8% d’extrait de
thym. Ceci suppose que les principaux composés antimicrobiens contenus dans le thym dont (huile
essentielle, flavonoides, dérivés de 1’acétophénone et triterpénes) (Theusher, 2005, Amarti et
al.,2010) ont réduits a différents doses incorporées 1’activité fermentaire des souches spécifiques du
yaourt & savoir Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus, ce qui s’est traduit par une

baisse de production de lactate dans le milieu.
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La texture et I’onctuosité constituent, pour le consommateur, d’importants ¢léments d’appréciation
de la qualité du yaourt. Certaines souches bactériennes produisent, a partir du glucose, des
exopolysaccharides qui, en formant des filaments pouvant se lier au caséines, limitent 1’altération du

gel par les traitements mécaniques et contribuent a la viscosité du yaourt.

L’augmentation de la viscosit¢é du yaourt est en général attribuée a la production de ces
exopolysaccharide (EPS) qui, selon une étude portant sur plusieurs souches serait essentiellement

composé de rhamnose, arabinose et mannose ( Schmidt et al., 1994).

Par ailleurs, Il est couramment admis dans le yaourt que la production d’EPS est le résultat de
I’action exercée surtout parSt.thermophilus .Mais d’aprés Tamine, (1999).L .bulgaricus posséde
aussi une aptitude a produire des EPS composés de galactose, glucose, rhamnose a des rapports de
4/1/1.

Les laits fermentés additionnés ou non d’extrait de thym sont nettement visqueux. Quoique, cette

viscosité s’avere diminuer avec les doses séveres de thyms incorporés dans les produits.

Au cours des 1%% heures de la phase de fermentation, Il est apparait donc que plus le taux
d’incorporation d’extrait de thym est élevé ,moins est la viscosité des laits fermentés expérimentaux.
Ces réponses sont certainement dues a 1’effet antimicrobien inhibiteur des principes actifs (huile
essentielle, flavonoides, dérivés de 1’acétophénone et triterpénes) contenus dans le thym (Theusher,
2005) et qui s’averent capables de freiner la production par les germes spécifiques du yaourt

ensemencés d’exopolysaccharide responsables de la viscosité des produits (Biliaderis et al., 1994).

En effet, le nombre de germes spécifiques du yaourt dont Streptococcus thermophilus a connu au
fait une nette augmentation dans les essais expérimentaux, de 87.10* UFC/ml & 249.10* UFC/ml en
moyenne de 0 heure jusqu’au 14éme jour, puis il est remarqué une légére diminution & 181.10*
UFC/ml a la derniére semaine de conservation. En revanche, le nombre de Lactobacillus bulgaricusa
tendance & augmenter de 14.10* 4 111.104 UFC/ml en moyenne de 0 heure jusqu’au 14éme jour,
puis il a diminué a 82.104 UFC/ml au 21éme jour.Ceci, Vvérifie les variations d’acidité légérement

constatées dans les échantillons.

Apparemment, 1’étude a révélé que , plus le taux d’incorporation d’extrait de thym est élevé plus le
nombre des germes (Streptoccocusthermophilus et Lactobacilusbulgarius) est diminué dans les
essais expérimentaux. Ces réponses peuvent étre liées sans doute a I’effet inhibiteur des extraits de

thym sur les germes spécifiques du yaourt. Apparemment, 1’augmentation d’extraits de thym semble
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réduire remarquablement le nombre des germes Streptococcus thermophilus et Lactobacillus
bulgaricus dans les echantillons expérimentaux. Ceci, justifie bien ’existence de substances

bioactives dans la plante ayant un pouvoir d’inhiber la croissance des germes spécifiques du yaourt.

Globalement, durant les 4 périodes de post acidification, le yaourt témoin était classé au premier rang
du coté godt acide par rapport aux autres essais expérimentaux. Cette acidité constaté lors de la
dégustation ,estdle assurément a une fermentation lactique du lactose constitutif du lait par le biais
particulierement des souches lactiques (Streptococcus thermophiluset Lactobacillus bulgaricus)
ensemencées dans les laits fermentés (William, 1989).

Concernant, le goGt de fraicheur, I’odeur, 1’arriére-gout et la couleur des produits, il s’avére que les
dégustateurs ont moins bien apprécié les laits fermentés additionnés d’extrait de thym. D’apres les
dégustateurs,l’odeur, la cohésivité ainsi que ’adhésivité des yaourts expérimentaux sont acceptable,

surtout pour les échantillons a 2 et 4% d’extrait de thym y compris, le yaourt témoin.
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3. Conclusion

A Tissue de cette étude, et d’aprés les résultats obtenus au cours des deux phases, a savoir ; de
fermentation et de post acidification, il s’avére que les valeurs moyennes de pH démontrent une
croissance proportionnelle aux taux d’extrait hydro-méthanolique de thym (Thymus vulgaris L.)
additionnés dans les laits fermentés ; alors que celles de 1’acidité, au contraire sont plutét diminuées

dans les produits.

En outre, il apparait que le nombre des germes spécifiques du yaourt a savoir Streptococcus
thermophiluset Lactobacillus bulgaricus est inversement proportionnelle avec le taux

d’incorporation d’extrait de thym.

Au cours de toute la période de 1’étude, d’une facon globale, les dégustateurs ont bien accepté les
criteres sensoriels (go(t acide, godt de fraicheur, cohésivité, adhésivité, odeur, arriere-golt et
couleur) des laits fermentés expérimentaux, de type yaourt ferme, malgré que la qualité a tendance a

diminuer a certaines doses séveres d’extrait de thym.
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Annexe 1

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

= Extraitdeviande .............ocoiiiiiiii 109

= Extraitdelevure ... 059

= Acétate de sodium: ... 059 inhibiteur
= Phosphate bipotassique .............c.ceiiiiiininnn. 02g

= Citrate d'ammonium ............cooeiiiiiiie e, 029

= sulfate de magnésium ............................ee.e.0.250

= Sulfate demanganese ..............cooeveiiiiiiiininnn 0.05g

B GIUCOSE ..o 20g

BOTWEEN 80 .ot 01ml : agent sélectif
= Eaudistillée ... 1000 ml

mopH 05

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

» Extraitdeviande ...l 059
BOTrYPIONe 2.59

= Peptone papainique de soja ..............ccevennnn. 2.59

= Peptone pepsique de viande........................... 059
» Peptone decaseine............cooeviiiiiiiiiiininnn. 10g

= Acide ascorbique..........cooiiiiiiiiii 0.5g
B LACIOSE vt 059
= Glycérophosphate de sodium ......................... 199
B OMOSO4 0.25g
B AQANA0AC ..t 159
» Eaudistillée ... 1000 ml
o H 7,1
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C. Préparationd’Agar Mueller Hinton

= Infusatdeviande @.................ooiiiinl 02,0g/
= Hydrolysatde caséine :..................co.e..... 17,5 ¢/l
B O AMIAON o 1,5¢g/
= Extraitdelevure ... 01g/l

B OAQAr-AGAr 13 g/l
B OBAU 1000ml
B P 7,4

= Infusatdeviande :...............ooooiiiiiiia, 02,09/
= Hydrolysatde caséine :....................coeeueent. 1759/l

O AMION G 01,5g/
= Extraitdelevure ... 01g/l

B O BAU 1000ml

B P 7,4

E .Préparation de bouillon nutritif

= Extraitdelevure...............ooiiiiiiiiiina, 02 g/l
= Extraitdeviande ..................oal. 05 g/l
= Peptone pancréatique ........................... 10 g/l
»  Chlorure de sodium.................ccooeevinnnnns 05 g/l
B PR 7,4
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Annexe 2

Tableau 39.Résultats de la séparation par CCM de I’extrait du thym au méthanol dans le

systeme solvant : B.A.W. (60 : 15 : 25).

Extrait/témoin N spot Rf absorbance a 254 | absorbance a 366 | Godin
nm nm
Rutine 0.7 Brun Jaune foncé
AC gallique 0.85 - Bleu clair Rose clair
AC tannique 0.88 - Bleu Rose clair
Quercétine 0.96 - Brun Jaune marron
Catéchine 0.98 - Bleu clair Rose foncé
1 0.16 - Bleuatre Marron sombre
2 0.6 - Bleuatre -
) 3 0.65 visible - -
extlralt . 4 0.7 - Bleuatre Violet
hydrométanoliqu —
e du thym 5 0.68 Visible Orange -
6 0.96 - -orange Vert
Vert
st
30,148 1.00
707
sn—f 1
sné o ]
40—3 .
g
] 0
20 1
I I25|[]I o I2BI[]I o I2?I[]I o I28|0I o |I1mI 22%.0 I25[|].[] T I2?é.[] Y |I1m
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Figure 36. Les chromatogramme des composes identifiées par HPLC.
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Figure37 . Droite d’étalonnage des polyphénols .
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Figure38. Droite d’étalonnage des flavonoides.
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Annexe 3

Université Abdelhamid BenBadis-Mostaganem

Département d’Agronomie

Fiche de dégustation

Echan. 1 Echan. 2 Echan. 3 Echan. 4 Echan. 5

Gout acide

Gout de
fraicheur

Cohésivité

Adhésivité

Odeur

Arriére-goat

Couleur

Il est demandé aux panelistes d’apprécier la qualité des produits selon les critéres suivants et
une échellevariable de 1a 10 :

- 1,2,3: Mauvais (e), - 3,4,5 : Bon (Bonne)
- 6,7,8:Trés bon (bonne) - 9 et 10 : Excellent (Excellente).
Définitions :

- Gout acide : Consiste a apprécier I'ampleur de l'acidité développée par les germes
lactiques ensemencées dans les laits fermentés type yaourt au cours de I'entreposage.
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- Gout de fraicheur : Consiste a apprécier I'ampleur de la sensation de fraicheur lors de la
mise en bauche du produit.

- Cohésivité : Consiste a déterminer la capacité maximale de déformation en pot de
I’échantillon avant de se rompre lorsqu’il est écrasé entre les doigts.

- Adhésivité : Exprime l'intensité des forces inter faciales développées entre la surface
d’une cuillere et celle de I’échantillon lors d’une prise en pot du produit.

- Odeur: Le panéliste est appelé a apprécié la sensation d’odeur désagréable des produits
conservés au froid a 4°C.

- Arriére-goiit : Le panéliste est appelé a apprécier la sensation de I'arriere gout ameére
dans les produits présentés.

- Couleur : Consiste a apprécier le niveau d’acceptabilité de la couleur des produits par les
consommateurs.
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Conclusion générale

Au terme de cet axe de recherche et a travers les résultats obtenus il ressort que la plante sauvage
autochtone Thymus vulgaris L récoltée a Naama-Algérieest riche en de multiples composes bioactifs
(tanins, alcaloides, polyphénols, flavonoides...) a vertu santé certain et dont les usages
thérapeutiques contre de nombreuses maladies ne sont pas encore Vérifiés a ce jour et tres mal

exploiteés.

La CCM a mis en évidence la présence de deux composés, a savoir, la rutine et les flavonoides.Elle
nous a permis de controler la qualité de I’extrait, méme si elle ne semble pas étre suffisante pour
identifier un constituant quelconque d’une maniére bien précise. Elle nous a permis,toutefois,
d’obtenir des renseignements utiles sur les éléments constitutifs probables que peut contenir 1’extrait
de la plante (quercétine, Flavonols 5,6,7 tri OH libres, Flavones 5 OH-et 4 OH ; ISO flavones,
Flavonols 3-OH libre et le Dihydroflavonols).

L’étude quantitative de ’extrait brut, préparé a partir de la partie aérienne du végétal au moyen des
dosages spectrophotométriques ont dévoilé une forte richesse de 1’extrait étudié en polyphénols

totaux (20,2 ngEAG/mg) et en composés flavonoides (39,83 ugEQ/mg).

Enfin,’HPLC a permis I’identification de six composés phénoliques chez leThymus vulgarisL. a
savoir : apigenineglycosilée, fisétine, quercitrine, acide benzoique, acide rosmarinique et

hespéridine.

L’étude antimicrobienne de I’extrait de thym sur les germes lactiques amontré qu’il occasionne a de
fortes concentrations une forte activité contre Streptococcus thermophilus et Lactobacillusbulgaricus
; avec des diamétres d’inhibition qui varient de 04 a4 08,86 mm et de 04, 33 a 11 mm ; des taux
d’inhibition qui oscillent de 13,00 a 57,53 % et une croissance microbienne qui varie
respectivement de 111. 10* 4 0 UFC/ml et de 120. 10* & 0 UFC/ml.

La concentration minimale inhibitrice et la concentration minimale bactéricide ont été obtenues avec
I’extrait de thym préparé a 60% chezStreptococcus thermophilus . Par contre,la concentration
minimale inhibitrice chezLactobaccillusbulgaricus est enregistrée a 80% d’extrait, alors que la
concentration minimale bactéricide est remarquée a 60%. Cet extrait expérimental de Thymus

vulgaris L. s’avére exercer une action de type bactéricide chez les deux espéces lactiques étudiées.
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Concernant 1’essai d’incorporation de 1’extraithydrométhanolique du thym dans le yaourt, les
résultats ont montré des variations remarquables des valeurs depH en fonction des doses incorporées

variables de 0 a 8% dans les produits (p<0,01) ; soit des augmentations de 4,88 a 5,14 en moyenne.

Contrairement au pH, I’acidité a marqué une augmentation durant toute la période expérimentale, a

partir de 17,31°D, a 0 heures pour atteindre 88,28°D au 21éme jour.

De méme, il s’avere que plus le taux d’incorporation de 1’extrait de thym est élevé, plus le nombre

moyen des germes specifiques du yaourt est diminué.

Durant I’expérimentation, le nombre de germes Streptococcus thermophilus a connu une nette
augmentation de 87.10* UFC/mI & 249.10* UFC/ml en moyenne de 0 heure jusqu’au 14éme jour,
puis il a marqué une légére diminution & 181.10* UFC/ml au cours de la derniére semaine de
conservation. En revanche, le nombre de Lactobacillus bulgaricus a tendance a augmenter de
14.10%2 111.10*UFC/ml en moyenne de 0 heure jusqu’au 14éme jour, puis il a diminué & 82.10*

UFC/ml au 21éme jour.

En ce qui concerne la qualité organoleptique des laits fermentés, selon les dégustateurs,la qualité a

nettement diminué avec 1’augmentation de la concentration de 1’extrait du thym.

Malgré les bienfaits avérés sur la santé des composés bioactifs du thym, il est préférable de ne pas
les mettre au début de la préparation des multiples produits laitiers transformés (beurre, laits
fermentés, yaourts, fromages et autres dérivés du lait) parce que certainsde ses composés peuvent
exercer un effet inhibiteur drastique contre certaines bactéries lactiques bénéfiques impliqués dans
les processus technologiques de transformation des produits (coagulation lactique, affinage des
fromages, production de lactate, production d’ardmes...etc.). Par conséquent il est possible de les

ajouter, a la fin des préparations du yaourt brassé.

En ce qui concerne le test des hypotheses émises, les résultats de cette recherche scientifique ont

montré que :

e la premiére hypothese (H;)a été validée,
e laseconde hypothese (H2) a été en partie validée et en partie invalidee,

e et latroisieme hypothése (Hs) a été validée.
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Il ne fait aucun doute, par conséquent, que ce yaourt incorporé de I’extrait de Thymus vulgaris,
connaitra un développement dans les années a venir. En outre, cette nouvelle catégorie d’aliments
innovants, nécessite des considérations réglementaires nouvelles, afin de préserver le potentiel
d’innovation des entreprises alimentaires d’un c6té, et de protéger la santé du consommateur d’un

autre coté.
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Résumé :

Cette étude contribue a la caractérisation des principaux composés bioactifs du Thymus vulgarisL. collecté de la région
de Mechria a Naama au Sud d’ Algérie d’une part et leurs effets antimicrobiens en d’autre part sur les germes spécifiques
du yaourt a savoir ; Streptococcus thermophiluset Lactobacillus bulgaricus. L’étude vise aussi a déterminer ’effet de
I’incorporation de 1’extrait hydrométhanolique de Thym a différentes doses (0, 2, 4, 6 et 8%) sur la qualité et la stabilité
d’un lait fermenté (yaourt) durant 21 jours de conservation au froid a 4°C. L’extraction des principaux composés
bioactifs de la plante a été réalisée par macération a froid au méthanol aqueux. Aprés 1’évaporation du solvant sous
vide, les extraits obtenus sont préparés a raison de 0, 20, 40, 60, 80 et 100%. Afin de caractériser I’extrait expérimental
de Thymus vulgarisL., des analyses qualitatives et quantitatives ont été effectuées (test en tube, dosage des polyphénols
totaux, dosage des flavonoides, CCM et HPLC). Concernant [’activité antimicrobienne du thym diverses méthodes et
mesures ont été testées, tels que le taux de croissance, diamétre d’inhibition, Concentration Minimale Inhibitrice et
Concentration Minimale Bactéricides. Enfin, les mesures effectuées sur le yaourt additionné d’extrait de thym ont porté
sur (pH, acidité, viscosité, dénombrement des germes lactique, adhésivité, cohésivité, gout, odeur, couleur et fraicheur).

Apparemment, le Thymus vulgarisL. objet de 1’étude est riche en principaux composés bioactifs dont tanins, alcaloides,
polyphénols et flavonoides. Les teneurs en polyphénols totaux et en composés flavonoides dans l’extrait
hydrométhanolique de la plante ont été estimées a 39,83 pgEQ/mg et 20,2 pgEAG/mg, en moyenne respectivement. Le
quercétine, le flavonols 5,6,7 tri OH libres, le flavones 5 OH-et 4 OH ; I’'ISO flavones, le flavonols 3-OH libre et le
Dihydroflavonols comptent parmi les principaux composés flavonoides recensés chez 1’espéce de thym étudié. L’extrait
semble riche particulierement en six composés poly-phénoliques (apigenineglycosilée, fisétine, quercitrine, acide
benzoique, acide rosmarinique et hespéridine).

Ces composés bioactifs ont démontré un effet de type bactéricide vis-a-vis des deux souches lactiques (Streptococcus
thermopbhilus et Lactobacillus bulgaricus) & une concentration de 80% de I’extrait hydrométhanoliquede la plante.

Il semblerait que la qualité (physicochimique, microbiologique et organoleptique) est nettement altérée (p<0.01) en
fonction de la hausse des concentrations de I’extrait de thym (de 0, a 2, a 4, a 6 et a 8%) incorporées, respectivement dans
les laits fermentés.Néanmoins, les produits préparés a 2 et 4% d’extrait ont été trés appréciés par les consommateurs au
méme titre que le yaourt témoin.

Concepts et Mots clés : Thymus vulgarisL., extrait, méthanol aqueux,Streptococcus thermophilus,
Lactobacillusbulgaricus, bactéricide, yaourt, lait fermenté.

Abstract:

This study contributes to the knowledge of the composition of bioactive constituents of Thymus vulgaris L. harvested in
Mechria region of Naama in the south of Algeria and their antimicrobial effects on the specific germs of yoghurt
(Streptococcus thermophilus and Lactobacillus bulgaricus). The study also aims to determine the effect of the
incorporation of hydromethanol extract of thyme at different doses (0, 2, 4, 6 and 8%) on the quality and stability of a
fermented milk (yoghurt) for 21 days cold storage at 4 ° C.The extraction of the bioactive compounds from the plant was
realised by cold maceration with aqueous methanol. After evaporation of the solvent in vacuo, the extracts obtained are
prepared in a proportion of 0, 20, 40, 60, 80 and 100%. In order to characterize the experimental extract of
Thymusvulgaris L., qualitative and quantitative analyzes were performed (tube test, total polyphenol assay, flavonoid
assay, TLC and HPLC).Concerning the antimicrobial activity of thyme various methods and measurements were tested,
such as growth rate, inhibition diameter, Minimum Inhibitory Concentration and Minimum Bactericidal
Concentration.Finally, measurements made on yoghurt with added thyme extract were carried out on (pH, acidity,
viscosity, tackiness, cohesiveness, taste, odor, Color and freshness).

Apparently, the Thymus vulgaris L. object of the study is rich in major bioactive compounds including tannins, alkaloids,
polyphenols and flavonoids.The total polyphenol and flavonoid compounds in the hydromethanol extract of the plant
were estimated at 39.83 pgEQ / mg and 20.2 ngEAG / mg, respectively. The quercetin, flavonols 5,6,7 tri OH, flavones 5
OH and 4 OH; 1SO flavones, flavonols 3-OH and dihydroflavonols were the principal flavonoid compounds identified in
the studied plant.

These bioactive compounds demonstrated a bactericidal effect on the two lactic strains (Streptococcus thermophilus and
Lactobacillus bulgaricus) at 80% of hydromethanoalic extract of Thymus vulgaris L.

It would appear that the quality (physicochemical, microbiological and organoleptic) was significantly altered (P <0.01)
with the increase in concentrations of thymus extract (0, 2, 4, 6 and 8%) respectively in the fermented
milks.Nevertheless, the products prepared at 2 and 4% of extract were very appreciated by the consumers than control
yogurt.

Concepts and Key words: Thymus vulgaris L., extract, aqueous methanol, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus
bulgaricus, bactericide, yogurt, fermented milk.



