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Introduction

Introduction :

Depuis la derniére guerre mondiale, le yoghourt a connu un remarquable essor industriel et
commercial et il est devenu un lait fermenté trés populaire dans divers pays d'Europe
occidentale, en particulier en France. Les revues récentes entierement consacrées au Yoghourt
et la place qu'ils occupent dans les revues plus générales traitant des laits fermentés,
témoignent bien de l'intérét que suscite ce produit.

L'acidification du lait résulte généralement de l'action de deux bactéries lactiques,
Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus. L'existence d'interactions entre ces
deux bactéries, favorables au développement de I'association bactérienne, a l'acidification et a
la formation de I'aréme, a été démontrée dans un certain nombre de cas.

Les bactéries lactiques sont donc des bactéries @ Gram positif qui convertissent le pyruvate
en acide lactique pour régénérer le NAD+ utilisé dans la glycolyse. A quelques exceptions
pres, elles partagent les caractéristiques suivantes : elles sont généralement immobiles, a
sporulées, anaérobies mais aérotolérantes. Pour se développer, elles ont besoin de sources de
carbone organique (glucides fermentescibles) et de nombreuses BL ont des exigences
nutritionnelles complexes en ce qui concerne les acides aminés ou les peptides, les vitamines
et les acides gras (Prescott et al., 1999).

L’utilisation des plantes aromatiques par I’lhomme est une pratique antique. De nos jours la
majorité des habitants du globe terrestre utilisent de trés nombreuses plantes, compte tenu de
leurs propriétés aromatiques, comme source d’assaisonnement ou comme remeéde en
médecine traditionnelle. Cependant, cette utilisation ne se base sur aucun critere scientifique,

elle tient compte simplement des observations au cours des siécles.

Thymus vulgaris. La sélection de cette plante s’est fondée sur les critéres suivants : thym
est parmi les plus populaires aromatiques utilisees dans le monde entier, sa utilisation
fréguente par nos populations dans le domaine culinaire et celui de la médecine traditionnelle,
a coté du fait que sa huile essentielle est utilisée dans les industries alimentaires,
pharmaceutique et cosmétique, sa efficacité dans le traitement symptomatique de troubles de
I’appareil digestif supérieur reconnue traditionnellement, elle représente récemment un sujet

de recherche scientifique intéressant.
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L’intérét de cette étude consiste a incorporer les extraits aqueux de thym un yaourt
étuvé afin d’évaluer leurs effets sur la croissance des germes spécifiques du yaourt :
Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus.

Cette étude a comporté d’abord une synthese bibliographique ou sont abordés des
chapitres sur le thym et les bactéries lactiques, puis une deuxiéme partie expérimentale ou
sont detaillés la méthodologie, les résultats et discussion.
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1. Geénéralités
Le genre Thymus est un des 220 genres les plus diversifiés de la famille des labiées, avec
pour centre de diversité la partie occidentale du bassin méditerranéen (Morales, 2002).
Comme beaucoup de labiées elles sont connues pour leurs huiles essentielles aromatiques.
L’espéce la plus connue est sans conteste Thymus vulgaris L. localement connu « zaatar ». En
frangais et anglais par exemple, on emploie fréquemment le nom du genre (« thym » et

« thyme » respectivement) pour désigner I’espece Thymus vulgaris (Amiot, 2005).

Le nom « Thymus » dérive du mot grec « thymos » qui signifie « parfumer » a cause de
I’odeur agréable que la plante dégage (Pariente, 2001). L’espece Thymus vulgaris est un
élément caractéristique de la flore méditerranéenne, connu surtout pour ses qualités

aromatiques, elle a aussi de trés nombreuses propriétés médicinales (Iserin, 2001).
2. Origine et distribution

Thymus vulgaris L. est indigene de I’Europe du sud, on le rencontre depuis la moitié
orientale de la péninsule ibérique jusqu’au sud-est de I’Italie, en passant par la facade
méditerranéenne francaise (Ozcan and Chalchat 2004) et (Amiot 2005). Il est maintenant
cultivé partout dans le monde comme thé, épice et plante medicinale (Kitajima, Ishikawa et
al. 2004).

Le Thymus vulgaris 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,
El-Moselhy et al., 2003).

Cette plante spontanée pousse abondamment dans les lieux arides, caillouteux et

ensoleillés des bords de la mer a la montagne.
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3. La systématique

Tableau 01 : la systématique du thym.

Régne Plantes

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

Famille Lamiacées

Genre Thymus

Espece Thymus vulgaris L.

4. La description botanique

Thymus vulgaris L. est un arbuste aromatique a tiges ramifiées, pouvant atteindre 40 cm

de hauteur.

Flenr

Plante entiére

Fruwit

Feuille

Figure 01 : Aspects morphologiques de Thymus vulgaris L(Morales 2002).
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Il posséde de petites feuilles recourbées sur les bords de couleur vert foncés, et qui sont
recouvertes de poils et de glandes (appelés trichomes). Les trichomes contiennent I’huile
essentielle majoritairement composée de monoterpenes. Ses petites fleurs zygomorphes sont
regroupées en glomérules et leur couleur varie du blanc au violet en passant par le rose.
Thymus vulgaris est d’ailleurs caractérisé par un polymorphisme floral qui a été au moins
aussi étudié que son polymorphisme chimique (Bruneton 1999) et (Morales 2002), (Figure
01).

4.1.Appareil végétatif

Plante: herbacée, souvent velue. C’est un petit sous arbrisseau vivace, touffu dont les
rameaux sont trés aromatiques, de 7 a 30 cm de hauteur qui ont un aspect grisatre ou vert

grisétre.

Labnatae

Feuille

Etamine

La partie tubulaire
de la corolle ne
dépasse pas celle
du calice

Tige herbacée

-‘ >~ | Swyle bifide

Corolle Calice

- - Racines pivotantes
Tige ligneuse
a la base

Figure 02 :Plante de thymus vulgaris(Amiot 2005).




Chapitre | :Bibliographique Le Thym

Tige: elle est généralement quadrangulaire, souvent renflée aux nceuds. Elle est ligneuse
a la base, et herbacée supérieurement ou elle devient presque cylindrique. Les tiges
ligneuses et tres ramifiées sont groupées en touffe ou en buisson tres dense. Elles
peuvent acquérir, vers leur base, une assez grande épaisseur. Les tiges floriferes ne
produisent jamais de racines adventives, et sont rampantes, dressées ou redressées,
tortueuses dans leur partie inférieure, velues et blanches tout autour chez les jeunes

rameaux.

Feuilles: elles sont tres petites, ovales, lancéolées, a bord roulé. En dessous les
nervures latérales sont distinctes, obtuses au sommet, ponctuées supérieurement, aux
pétioles extrémement courts, et blanchatres a leurs faces inférieures opposées, disposées en
paire se croisant d’un nceud a I’autre, dépourvues de stipules et a limbe généralement

denté.

Racines: les racines sont pivotantes, ce qui permet a la plante d’aller chercher I'eau en

profondeur.
4.2. Appareil reproducteur

Inflorescence: fleurs en cymes, souvent réunies en faux-verticilles; les fleurs sont

rarement isolées.

Fleurs: généralement hermaphrodites, a symétrie bilatérale ou parfois presque radiaire.
Elles sont roses ou presque blanches, font de 4 @ 6 mm de longueur, sont pédicellées

et réunies ordinairement au nombre de trois a l’aisselle des feuilles supérieures.
Calice : a 5-12 lobes égaux ou disposés en 2 levres.

Corolle : généralement caduque, constituée d’un tube se terminant par 4 ou 5 lobes,
soit Subégaux , soit formant une lévre inférieure (la supérieure étant tres réduite), soit le plus
souvent formant 2 lévres. De taille variable, elle est un peu plus longue que le calice mais la
partie tubulaire de la corolle ne dépasse pas celle du calice. La lévre supérieure est a peine

échancrée, I’inférieure est a trois lobes égaux et obtus.

Etamines: elles sont insérées sur le tube de la corolle, soit accompagnées parfois de 2

autres étamines stériles et réduites, soit 4, en 2 paires souvent inégales.
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Carpelles: 2, soudés entre eux ; I’ovaire est supere, a 4 ovules ; 1 style bifide, naissant le plus

souvent entre les lobes de I’ovaire.

Fructification: une fausse cloison divise chaque carpelle en 2, formant ainsi un tétrakéne.

5. Composition chimique

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

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), I’huile essentielle de Thymus vulgaris a été
analysee 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 %), y-terpinéne (6,9 - 18,0 %),
carvacrol (2,4 - 4,2 %), linalol (4,0 — 6,2 %). La caracteéristique d’huile essentielle de Thymus
vulgaris était sa teneur élevée du thymol (Guillén and Manzanos 1998) et (Hudaib, Speroni
et al. 2002).

HO

HO

thymol carvacrol

HO
Linalol

Figure 03 : La structure chimique de thym(Kulisic, Krisko et al. 2007)
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Le contenu phénolique total, flavonoides, catéchine, et anthocyanine dans I’infusion
aqueuse préparee du thymus vulgaris a été déterminé par des méthodes spectrophotométriques

(Kulisic, Krisko et al. 2007). Le tableau 02, ci-dessous résume les résultats.

Tableau 02 : Teneur en polyphénols (en ug EAG/mg d’extrait) dans I’infusion aqueuse du

Thymus vulgaris.

Plante Phénols Flavonoides | Non- Catéchines | Anthocyanines
totaux flavonoides

Thymus 333 25.0 8.3 1.2 6.7

vulgaris

La méthodologie habituelle pour étudier les dérivés flavonoidiques dans les plantes
implique les extractions successives employant plus d’un solvant, plusieurs étapes de
fractionnement et différentes techniques de chromatographie pour extraire, séparer, isoler,
épurer et identifier les composés d’intérét. Le tableau 03 énumeére les flavonoides trouvés
dans les feuilles Thymus vulgaris L., par plusieurs auteurs, en utilisant la méthodologie ci-

dessus mentionné.

De nombreuses etudes ont confirmé que les espéces qui appartiennes a la famille des
Lamiacées sont une bonne source d’acide rosmarinique, I’identification des composés
polyphénoliques dans I’infusion aqueuse de Thymus vulgaris par analyse HPLC a montré une
présence dominante d’acide rosmarinique (17,45 mg/g= 1,7 % de la masse séche de Thymus
vulgaris) et un autre composé significatif est I’eriocitrin (1,96 mg/g) (Katalinic, Milos et al.
2006).
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Le Thym

Tableau 03 : Les flavonoides trouvés par plusieurs auteurs dans les feuilles de Thymus

vulgaris L.

Flavonoides

Références

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

(Morimitsu et al.,1995)

- Thymonine (5, 6, 4 ’- trihydroxy-7,8,3’-
trimethoxyflavone)

(Morimitsu etal.,1995)

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

(Morimitsu et al.,1995)

- Sideritoflavone (5, 3’, 4’-trihydroxy- 6, 7, 8-

trimethoxyflavone)

(Guillén and Manzanos
1998)

- 5-Desmethylnobiletine (5-hydroxy-6, 7, 8, 3’, 4’-

pentamethoxyflavone)

(Guillén and Manzanos
1998)

- Apigénine (5, 7, 4’-trihydroxyflavone)

(Kulisic, Krisko et al.
2007)

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

(Kulisic, Krisko et al.
2007)

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

trimethoxyflavone)

(Guillén and Manzanos
1998)

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

tetramethoxyflavone)

(Guillén and Manzanos
1998)

- Quercetine (3, 5, 7, 3’, 4’-pentahydrxyflavone)

(Kulisic, Krisko et al.
2007)

D’autres composants ont été détectés seulement en traces, I’acide caféique (0,02 mg/g) et
I’acide p-hydroxybenzoique. La composition en vitamines a été déterminée et révéle la
présence de la vitamine E (J-tocophérol) (4,4 mg/Kg) (Guillén and Manzanos 1998) et
(Katalinic, Milos et al. 2006).
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6. Les propriétés pharmacologiques

Les propriétés pharmacologiques de la plante Thymus vulgaris et de ses différents
extraits, en particulier I’huile essentielle et I’extrait aqueux, ont était bien étudié. En plus de
leurs nombreuses utilisations traditionnelles, la plante et ses extraits ont trouvé de nombreuses
applications industrielles (principalement comme additifs alimentaires) et

médicinales(Hudaib, Speroni et al. 2002).

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

médecine, la pharmacie et I’industrie moderne, parmi lesquelles on cite les plus importants :

6.1. Effets antioxydants

Thymus vulgaris L.se situait parmi les fines herbes séchées contenant les plus grandes
capacités antioxydantes. Différents composés du thym lui permettent de posséder un tel statut,
comme les phénols (thymol et carvacrol), les flavonoides, I’acide rosmarinique, I’acide
caféique et la vitamine E (Kulisic, Krisko et al. 2007) et (Guillén and Manzanos 1998).
Ces constituants inhibent la peroxydation lipidique induite in vitro au niveau des
mitochondries et des microsomes. lls inhibent également partiellement la production de

I’anion super oxyde(Bruneton 1999).

Des recherches menées dans les années 1990 en écosse ont établi les vertus potentielles
de la plante et de son huile essentielle, en prévention du vieillissement. Des etudes récentes
indiquent que Thymus vulgaris est un puissant antioxydant et assure des doses élevées
d’acides gras essentiels dans le cerveau.

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

témoigne d’une grande activité antioxydante in vitro.

A c6té de I’huile, qui a été largement étudiée pour ses propriétés antioxydantes, I’extrait
aqueux des feuilles de Thymus vulgaris a présenté une activité antioxydante importante, et les
caractéristiques antioxydantes 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 I’extrait

aqueux de Thymus vulgaris (Thuille et al., 2003).
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6.2. 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 essentielle de trois plantes
dont Thymus vulgarisa été testée, par Bouhdid et ses collaborateurs (2006), pour leur activité
antibactérienne, I’huile de Thymus vulgaris témoigne d’une activite antibactérienne
intéressante sur les bactéries gram positives comme sur les bactéries gram négatives. En effet,

Lmonocytogénes, souche hautement pathogéne, présente une sensibilité élevée a cette huile.

Des résultats similaires ont été obtenus par Ettayebi et ses collaborateurs (2000), qui ont
montré que I’activité de I’huile du thym a été plus efficace contre les bactéries gram positive
(S.aureus, S. pyogenes et S. pneumoniae) que contre le gram négatif (E.coli et autre). D’autre
part ces mémes auteurs ont trouve que cette grande activité de I’huile essentielle de Thymus

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

L activité antibactérienne de 11 huiles essentielles de plantes aromatiques contre la souche
bactérienne Bacillus cereus INRA L2104, microbe pathogene développé en bouillon de
carotte a16° C, a été étudiée. Une inhibition totale de la croissance des spores bactériennes a

été observée pour I’agent antimicrobien Thymus vulgaris (Valero et Salmeroén, 2003).

En outre, I’extrait organique entier de Thymus vulgaris est averé étre actif contre
différentes souches bactériennes, alors que I’extrait aqueux indiquait la meilleure activite
contre Helicobacter pylori avec une concentration minimale inhibitrice (CMI) de 3,5 mg/mi
(Tabak et al., 1996; Iserin, 2001). L activité améliorée de I’extrait alcoolique du thym
compareée a I’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 vulgaris a montré une activité inhibitrice a une

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

L’extrait hydrosol (extrait aqueux sans huile essentielle) de Thymus vulgarisa été
examiné pour ses effets inhibiteurs contre quatre bactéries pathogénes (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

pathogenes examinés.
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Les hydrosols de thym a concentration de 50 a 75mI/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 I’activité antibactérienne, des études (réalisées in vitro et in vivo) ont prouvé
que I'huile essentielle (surtout le thymol) de Thymus vulgaris posséde des propriétés
antifongiques contre un certain nombre de mycetes. Reddy et ses collegues (1998), dans leur

étude, ont montré

Le potentiel antifongique éleve de I’huile volatile de Thymus vulgaris comme agents
protecteurs des fruits de fraise (Fragaria ananassa) contre la détérioration causée par les
myceétes Botrytis cinerea et Rhizopus stolonijer. Une étude similaire réalisée par Giordani et
ses collaborateurs(2008), qui ont examiné les huiles essentielles de quelques plantes
aromatiques dont Thymus vulgaris pour leurs effets antifongiques contre une espéce de levure

Candida albicans par la détermination de leurs CMI (3.71 pg/ml).
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6.3. Effet spasmolytique

L activité spasmolytique de Thymus vulgaris est le plus souvent attribuée aux phénols de
I’huile essentielle. Beer et ses collaborateurs (2007) dans leur étude ont montré que I’effet
spasmolytique du thymol est enregistré a la concentration de10-6M. A la concentration de 10-
4M le thymol inhibe a 100% I’activité contractile spontanée des muscles lisses de I’estomac
du cobaye et a 10-5 M réduit les effets de I’acétyle choline a 35%. Ils supposent que le thymol

a un effet analgésique par son action sur les récepteurs | 2 adrénergique des cellules de nerf.

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

présence des polyméthoxyflavones.
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1. Historique

L’essor des bactéries lactiques a bénéficié de celui des grands mammiferes, producteurs
de lait, commencé il y a 65 millions d’années (Schopf, 1999).

Il s’est accentué lorsque I’homme est passé du statut de chasseur-cueilleur a celui
d’éleveur, il y a quelques 8 000 ans avant J.-C. Les premiers vases perforés de petits trous,
retrouvés sur les rives du lac de Neufchatel, datent de 3 000 ans avant J.-C. Dés cette epoque,
en Egypte, a Sumer ou en Macédoine, I’lhnomme sait contréler le phénoméne de caillage du
lait.

Tres rapidement, les bactérie lactiques s’averent utiles a I’homme et contribuent a la
production de nombreux produits alimentaires fermentés comme le fromage, le pain, le vin, la
choucroute dans les régions tempérées et des produits a base de céréales, de poisson et de
viande dans les régions intertropicales (Ben Omar et al 2000), (Cooke et al 1987), (Damelin
et al 1995).

Nul besoin d’explication scientifique pour de nombreux peuples qui, depuis des milliers
d’années, se servent des bactéries lactiques pour produire des aliments. Ils en améliorent ainsi
la conservation, et agissent sur les textures et les saveurs qui se révelent différentes de celles

de I’aliment a son état originel (Food today, 1999).
2. Définition

Les bactéries lactiques sont des cellules vivantes, procaryotes, hétérotrophes et chimio-
organotrophes (De Roissart, 1986), elles constituent un groupe hétérogéne, qui n’est pas

clairement défini du point de vue taxonomique (Stackebrandt et Goebel 1994).

Leur principe caractéristique est la production de I’acide lactique a partir de la

fermentation des sucres (Rouisset et Bensoltane, 2006).
Selon le type de fermentation préferentiellement utilise, les bactéries lactiques sont dites :

e Homofermentaires : I’acide lactique est le seul produit de la fermentation du glucose.
e Hétérofermentaires : la fermentation du glucose aboutit a la formation d’acide lactique
et d’autres composeés : éthanol, CO2 et autres acides organiques (Carr et al ; 2002).
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3. Origines et habitats

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

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

Elles sont ubiquistes et on les trouve dans différentes niches écologiques comme le lait et
les produits laitiers, les végétaux, la viande, le poisson, les muqueuses humaines et animales
et dans le tractus digestif (Drouault et Corthier, 2001).

Les espéces du genre Lactococcussont isolées du lait ou des végétaux qui sont les
réservoirs naturels de la plupart de ses especes. L’espéce Lactococcus lactis sub sp. Lactis est
isolée pour la premiere fois a partir du lait fermenté par Lister en 1873 (Sandine, 1988).

Parmi les especes du genre Streptococcus, Streptococcus thermophilus est isolée du lait

pasteurisé, du materiel de laiterie et de levains artisanaux (Jones, 1978).

Les espéces du genre Leuconostocs ont isolées du lait, des produits laitiers, des fruits, des
legumes, des végetaux en fermentation (comme la choucroute), des produits de la panification
(Suhigara, 1985) et des solutions visqueuses de sucre dans les sucreries (Devoyod et
Poullain, 1988).

Les especes du genre Leuconostoc se rencontrent surtout chez les hommes, les animaux et
les oiseaux. D’autres parts, on peut les isoler a partir de la peau des animaux et des matiéres
fécales. Les especes du genre Pediococcus ne sont présentes pratiqguement que sur les plantes
(Hermier et al, 1992).

Les especes du genre Lactobacillus sont présentes dans plusieurs milieux différents : dans
le lait et les fromages, et les laits fermentés, dans les produits végétaux fermentés, les

marinades, I’ensilage, le vin et les viandes fraiches ou fermentées (Desmazeaud, 1996).
4. Taxonomie des bactéries lactiques

La classification des bactéries lactiques peut se faire selon des critéres phylogénétiques

par I’utilisation des méthodes moléculaires. Cependant, la caractérisation phénotypique /
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biochimique classique demeure pratigue dans [I’identification préliminaire des

microorganismes.

Certaines caractéristiques phenotypiques sont utilisées pour identifier les espéces a
I’intérieur des genres comme la capacité a: fermenter les hydrates de carbone, tolérer
differentes concentrations en bile, produire des polysaccharides extracellulaires, exiger des
facteurs de croissance, produire de I’acétoine et synthétiser certaines enzymes. (Vandamm,
1996) ; (Stiles et Holzopfe, 1997) ; (Ho et al, 2007).

Les bactéries lactiques peuvent se diviser en deux groupes, selon le pourcentage G+C%

dans leur génome :

e Les actinomycetes dont le G+C>50%, ce groupe renferme les genres : Atopobium,
Bifidobacterium, Corynebacterium, et Propionibacterium.

e La branche des clostridiums, qui regroupe les bactéries dont le G+C<50%, ce groupe
rassemble les principaux genres des bactéries lactiques: Carnobacterium, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus et Streptococcus (Carr et al, 2002).

5. Caractéristiques spécifiques des bactéries lactiques

5.1. Caractéristique physiologiques

Les bactéries lactiques ont une coloration de gram positive, immobiles, sporulées,
dépourvues de catalase, de cytochromes oxydases, et de nitrate réductase, anaérobies ou
aerotolérantes, exigeantes en facteurs de croissance : acides aminés, bases nucléiques, acides

gras, vitamines,... (Georgala et al 1995) ; (Carr et al 2002).

5.2.  Caracteéristique biochimique (métabolisme des bactéries lactiques)

5.2.1. Laglycolyse

Les bactéries lactiques nécessitent une source d’hydrate de carbone fermentescible pour la
production d’énergie cellulaire (ATP) et leur croissance. Le lactose présent dans le lait,
disaccharide composé de glucose et de galactose, atteint des concentrations de 4 a 5%
(Desmazaud, 1983).

Il y’a deux voies principales assurant le transport et le métabolisme de glucose par les

bactéries lactiques :

1. Voie d’Embden — Mayerhof, qu’est homolactique dont le glucose se traduit en lactose

(1 glucose = 2 lactose), le produit final est I’acide lactique.
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2. Voie pentose-phosphocetolase, qu’est hétérolactique dont la dégradation de glucose
résulte la production du lactose et d’autres produits (1 glucose = 1 lactose + 1 éthanol + CO2)
(Thompson et Collins, 1989).

5.2.2. Lalipolyse

La lipolyse se traduit dans une premiere étape par la libération des acides gras constituants
les triglycérides du lait. La lipolyse marquée se poursuit par une transformation secondaire
des acides gras en alcools, aldéhydes et cétones, responsables du go(t et de I’arbme
caractéristiques des produits affinés (Chamba et al, 1994).

On distingue trois types de lipolyse :

> La lipolyse spontanée : consécutivement au refroidissement, elle est produite par la
dégradation de la matiére grasse par la lipase native du lait.

> La lipolyse induite : les chocs mécaniques et thermiques entrainent une fragilisation de
la matiere grasse et facilitent sa dégradation par la lipase native du lait.

» La lipolyse bactérienne : la matiére grasse est dégradée via les lipases bactériennes.

Trois facteurs biochimiques détermineraient la « susceptibilité » d’un lait a la lipolyse :
I’activité de la lipase, I’intégrité de la membrane du globule gras (GG) et I’équilibre lipolyse —

facteurs activateurs ou inhibiteurs (Sundheim, 1988).
5.2.3. La protéolyse

Les enzymes impliquées dans la dégradation des caséines du lait durant la maturation
incluent la présure, les protéases indigénes du lait (la plasmine) et les enzymes du ferment et
de la flore secondaire (Lane et Fox, 1996). La protéolyse est considérée comme étant

I’événement biochimique le plus important durant la maturation fromageére.

Les voies cataboliques responsables de cette conversion sont principalement les voies
initiées par les réactions d’élimination et de transamination impliquant une quantité variable
d’enzymes : protéase, peptidases, lyases, décarboxylases, désaminases et transaminases
(Topisirovic et al 2006).

5.2.4. Le métabolisme du citrate

Le citrate est une constituante clé pour la formation du diacétyle, un composeé volatile a

I’arbme de beurre important dans les laits fermentes et les fromages frais. Environ 90% du
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citrate du lait est soluble et majoritairement perdu dans le lactosérum. Toutefois, la
concentration de citrate dans la phase aqueuse du fromage serait environ 3 fois celle du
lactosérum, reflétant les concentrations de citrate colloidal. Le fromage cheddar contient
environ 0.2 a 0.5% de citrate métabolisable par les bactéries utilisatrices de citrate. Chez les
bactéries lactiques, leuconostoc et Lc. Lactis ssp. Lactis biovardiacety lactis distinguent par

leur métabolisme fermentaire du citrate (Cit+) (Ammor et al 2004).

5.3.  Caractéristique biotechnologiques des bactéries lactiques
5.3.1. Activité acidifiante

L’acidification est le role principal des bactéries utilisées comme ferments. Celle- ci a

différents buts (Papamanoli et al 2003).

En technologie laitiére, I’acidification lactique joue de multiples rdles : elle participe a la
coagulation du lait, active la synérése du caillé et la solubilisation du calcium micellaire qui
ont une influence déterminante sur la texture des fromages. Elle contribue aussi aux qualités
organoleptiques des produits fermentés et inhibe la croissance des microorganismes nuisibles.
Selon la variété de fromage et la flore présente, les produits issus de la glycolyse peuvent étre
métabolisé selon différentes voies pour la formation de composés aromatiques varies
(Zhennai et al 2000).

5.3.2. L’acide lactique

La fonction acidifiante constitue la propriété métabolique la plus recherchée des bactéries
lactiques utilisées dans les industries alimentaires. Elle se manifeste par la production de
I’acide lactique & partir de la fermentation des hydrates de carbone au cours de la croissance

bactérienne.

Dans le lait et les produits laitiers, I’acide lactique provient de la dégradation du lactose
par les bactéries. Plus un lait est frais, moins il contient d’acide lactique. La concentration en
acide lactique dans un lait s’exprime en degré dornic (°D) : 1°D correspond a 0,1 g d’acide
lactique par litre de lait. Un lait frais contient de 15 a 18°D, il caille & 60-70°D (Shirai et al
2001), (Papamanoli et al 2003), (Ammor et al 2004).

5.3.3. Activité protéolytique

L’incapacité des bactéries lactiques a synthétiser les acides aminés nécessite un
fonctionnement actif de leur systéeme protéolytique dans des environnements pauvre en acides
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aminés libres et riche en protéines comme principale source d’azote (Law et Haandrikman,
1997).

Dans la plupart des genres de bactéries lactiques (Lactobacilles, Lactocoques), le systéme
protéolytique met en ceuvre une protéase liée a la paroi cellulaire qui réalise la premiére étape
du processus de degradation des protéines. Les peptides résultant seront hydrolysés en acides
aminés par différentes peptidases membranaires et cytoplasmiques apres leur transport dans le
cytoplasme (Monnet et al, 1993).

Technologiquement I’activité protéolytique constitue un role trés important lors de la
fabrication des fromages ce qui fait les bactéries lactiques des agents microbiens nécessaires
dans la maturation et I’affinage de la majorité des fromages par modifier leurs texture,

couleur, et flaveur (Georgalaki et al 2002), (Branger et al., 2007).

Des études comparatives effectuées sur la protéolyse du cheddar fait avec ou sans
ferments lactiques ont démontré I’importance de ces bactéries pour la libération des peptides

et des acides aminés libres durant la maturation fromagere (Lane et Fox, 1996).

Le fractionnement des caséines dans la phase d’affinage modifie la texture de la péate,
certains peptides et acides aminés libérés sont des précurseurs de substances aromatiques
(Georgalaki et al 2002).

5.3.4. Activité lipolytique

Relativement faible chez les ferments lactiques, I’activité lipasique contribue a

I’élaboration de la flaveur des fromages lors de la maturation (Stackebrandt et al., 2002).

L hydrolyse des triglycérides est la transformation biochimique principale du gras
fromager pendant la maturation et conduit a la formation des acides gras libres, mono et

diglycerides et probablement du glycerol.

Les lipases bactériennes catalysent en partie la production des acides gras a longues
chaines a partir des mono et diglycerides, alors que les estérases permettent la libération des
acides gras volatils. Les acides gras, dont la concentration augmente pendant I’affinage,
seraient responsables en partie de la flaveur typique des fromages a pate pressée cuite
(Siegumfeldt et al 2000).
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Les estérases et lipases microbiennes sont des enzymes intracellulaires dont les activités
sont maximales pendant la phase exponentielle de croissance et dépendent des milieux de
culture. 1l a été observé que les milieux a base de lait stimulaient la production de ces

enzymes chez les Lactocoques (Montel, 1991).
5.3.5. Activité antimicrobienne

Les bactéries lactiques produisent des substances antimicrobiennes de nature protéique
appelées bactériocines. Cette caractéristique est utilisée industriellement pour la destruction
des bactéries indésirables et pathogenes dans la fabrication d’aliment comme la sinise
produite par les lactocoques dirigée contre Bacillus et Clostridium (Ogunbanwo et al, 2003)
(Zambunelli et Chiavari, 2002). La plupart des bactériocines produites par les bactéries
lactiques partagent le méme mode d’action, basé sur la formation de pores dans la membrane
de la bacteérie cible (Kumari et al, 2009).

5.4.  Caractéristiques des principaux genres des bactéries lactiques

5.4.1. Genre Lactobacillus

C’est le genre principal de la famille des Lactobacillaceae, il contient de nombreuses
especes qui sont des agents de fermentation lactique intervenant dans de nombreuses
industries ou qui sont rencontrées comme contaminants. Il s’agit de bacilles longs et fins
(parfois incurvés) souvent groupés en chaines, immobiles, asporulés, catalase négative, se
développent a un optimum de temperature situe entre 30 et 40°C. Les lactobacilles ont des
exigences nutritionnelles tres complexes en acides aminés, en vitamines, en acides gras, en

nucléotides, en glucides et en minéraux (Khalid et Marth, 1990) ; (Leclerc et al, 1994).
5.4.2. Genre Lactococcus

Le genre Lactococcus (streptocoque du groupe N) représente les streptocoques dits
« lactique », car ils sont associés a de nombreuses fermentations alimentaires et ne possedent
aucun caracteére pathogene. Les produits végétaux constituent leur réservoir principal, mais ils

sont largement présents dans le lait et les produits laitiers (Pillet et al, 2005).

Les Lactocoques se présentent sous forme de coques en paire ou en chaines de longueur
variable. Ce sont des bactéries anaérobies facultatives homofermentaires ne produisant que de
I’acide lactique, seul Lactococcus lactis ssp. Lactis biovar. Diacetylactis produit le diacétyle.

Leur tempeérature optimale de croissance est proche de 30°C, capable de se développer a 10°C
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mais pas a 45°C. Quelques espéces produisent des exopolyhsaccharides et des bactériocines.
Elles sont capables de se développer a 3% de bleu de méthyléne et d’hydrolyser I’arginine
(Tamime, 2002).

5.4.3. Genre Streptococcus

Le genre Streptococcus est toujours large et la classification est trés mouvementée. Ce
genre est généralement diviseé en 3 groupes: pyogene (des espéces pathogenes et
hémolytiques), oral (tel que St. salivarius, St. bovis) et les autres streptocoques (Scheilfer,
1987).

Streptococcus thermophilus se différencie par son habitat (lait et produits laitiers) et son
caractére non pathogene. La résistance a la température, la capacité de croitre a 52°C et le
nombre limité des hydrates de carbones permettent de distinguer les St. Thermophilus de la
plupart des autres streptocoques (Haddie, 1986) ; (Pillet et al, 2005).

5.4.4. Genre Enterococcus

Ce genre regroupe les streptocoques fécaux qui représentent une hémolyse de type A et B
et qui appartiennent au groupe D. Ce sont des commensaux de I’intestin. Les especes
rencontrées dans I’alimentation sont essentiellement En. Faecalis et les espéces proches. Les
entérocoques sont des coques qui peuvent étre mobiles, homofermentaires, généralement
différenciés par la fermentation de I’arabinose et le sorbitol, ils croissent entre 10°C et 45°C
(Tamime, 2002) ; (Ho et al., 2007).

5.4.5. Genre Leuconostoc, Oenococcuset Weissella

IIs ressemblent les coques lenticulaires en paires ou en chainettes mésophiles, qui
possedent un caractére héterofermentaire marqué, avec production d’acide lactique (isomere
D), de CO2 et d’éthanol. Les caractéristiques telles que I’hydrolyse de I’esculine, la formation
de dextrane, les conditions de croissance, la capacité a croitre a différents pH et température,
I’assimilation de citrate et/ou malate permettent la différenciation entre les genres
Leuconostoc et Weissella (Pillet et al, 2005) ; (Ho et al, 2007).

Actuellement, le genre Leuconostoc comprend quatorze especes, ils sont également
anaérobies facultatifs et exigeants au point de vue nutritionnel et leur croissance est toujours
lente. Le développement des Leuconostoc entraine souvent I’apparition d’une viscosité dans
le milieu grace a la production des exopolysaccharides. Les Leuconostoc principalement Ln.
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Mesenteroides ssp. Cremoris et Ln. Lactis sont utilisés en association avec les lactocoques
dans I’industrie laitiere pour produire en plus de I’acide lactique et le CO2, des substances
aromatiques telles que le diacétyle et I’acétoine a partir des citrates du lait (Hassan et Frank,
2001) ; (Ogier et al, 2008).

5.5.  Caracteristiques generales des bactéries du yaourt

5.5.1.  Streptococcus thermophilus

St. thermophilus est un coque a Gram positif, anaérobie facultatif, non mobile. On le
trouve dans les laits fermentés et les fromages (Dellagio et al., 1994 ;Roussel et al., 1994).
C’est une bactérie dépourvue d’antigéne du groupe D, thermorésistante, sensible au bleu de
méthyléne (0,1%) et aux antibiotiques. Elle est aussi résistante au chauffage a 60°C pendant
30 minutes (Dellagio et al., 1994). Elle est isolée exclusivement du lait et des produits laitiers
sous forme de coques disposes en chaines de longueurs variables ou par paires. Sa
température optimale de croissance varie entre 40 et 50°C et son métabolisme est du type
homofermentaire (Lamoureux, 2000).

Le role principal de pouvoir acidifiant, elle est responsable de la texture dans les laits

fermentés.

Elle augmente la viscosité du lait par production de polysaccharides (composeés de
galactose, glucose, ainsi que de petites quantités de rhamnose, arabinose et de mannose)
(Bergamaier, 2002).

5.5.2. Lactobacillus bulgaricus

Lb. bulgaricus est un bacille Gram positif, immobile, asporulé, microaérophile. Il est isolé
sous forme de batonnets ou de chainettes. Il posséde un métabolisme strictement fermentaire

avec production exclusive d’acide lactiqgue comme principale de fermenter les pentoses.

Lb. bulgaricus est 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).

Ces deux bacteries lactiques tolerent de petites quantités d’oxygene. Ceci peut étre
probablement relié au peroxyde d’hydrogene (H202) qui est produit dans les cellules en
présence d’air. Le systeme le plus efficace pour éliminer le peroxyde d’hydrogéne est
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I’utilisation d’une enzyme, la catalase, dont les bactéries lactiques sont déficientes. Ces
derniéres possédent plutdt une peroxydase (pseudo catalase) qui moins efficace que la
catalase. Comme les bactéries lactiques n’éliminent pas facilement le peroxyde, elles sont

dites microaérophiles (Doleyres, 2003).

- o
7 4 8% QgO
~ &

O

Figure 04 : Lactobacillus bulgaricus LB (a gauche) et Streptococcus thermophilus LT (a

droite) (Doleyres, 2003).
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1. Objectifs

Notre expérimentation a pour but d’étudier I’effet antimicrobien d’extrait a I’eau de
I’espéce végétale (Thymus vulgaris) sur la croissance de « Streptococcus thermophilus et

Lactobacillus bulgaricus » responsable de la fermentation du lait.

2. Région de récolte

L’espece végétale « Thymus vulgaris» utilisé dans cette étude a été récolté dans la région

de « Naama » au ouest d’Algérie.
3. Préparations des échantillons

On a prépareé 3 échantillons de : 30g de thymus dans 100ml d’eau distillé. Apres la pesé de
30g de thymus et a I’aide d’un broyeur, on obtient la poudre de « thym » (figure).

Figure 05 : Rotavapeur par évaporation du solvant sous vide.
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Figure 06 : Filtration apres évaporation
4. Méthode d’extraction

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

vide.

L’extraction des composés bioactifs de la plante a été réalisée par usage de I’Eau comme
solvant d’extraction. Elle a été effectuée sur des prises d’échantillons de 10 g en triples
répétitions de matiere végétale broyée. Chaque échantillon de broyat de matiére végétale a été
mélangé avec 100 ml d’eau. 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 dépolymeérisation des principaux composés constitutifs
de la plante tels que la lignine ainsi que les substances pectiques et permet une meilleure
solubilisation des principaux composés bioactifs.

Les extraits aqueux obtenus ont été ensuite filtrées en utilisant un papier filtre Whatman

ayant une porosité de 0,2um et concentrés par lyophilisation.

Les concentrés de composés bioactifs récupérés ont été ensuite mélangés a 20 ml d’eau
distillée. Cette derniére solution riche en composeés bioactifs sera enfin diluée a I’eau distillée
stérile a des taux variables de 0, 20, 40, 60, 80 et 100% (Extrait pur), respectivement.
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4.1.Préparation des différentes solutions d’extrait a I’eau

Des dilutions a I’eau variable de 0, 20, 40, 60, 80, 100% sont établies a partir de la solution

meére d’extrait a I’eau préalablement établie (2 fois : 2 dilutions) (figure 07).

7Y
N
-l
N

Extrait a I’eau de thymus vulgaris (solution mere)

|

0 ml extrait

+10 ml eau distillé

|

2 ml extrait

+8ml (e. d)

|

4 ml extrait

+6ml (e. d)

|

6 ml extrait

+4ml (e. d)

8 ml extrait

|

+2ml (e. d)

|

10 ml extrait

+0 (e. d)

2 2hNa
] N N N N N
o B o o o T o T e
NN [ NG N NG A NG E NG N
N N N 7 N N
0% 20% 40% 60% 80% 100%
—~
(x2)

Figure 07 : préparation des différentes dilutions a partir de la solution mere.
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5. Mesures et controles

5.1. Activation des souches

Expérimentation est réalisé sur deux souches de référence de Streptococcus thermophilus

et Lactobacillus bulgaricus ramené de I’industrie.
» Milieux d’activation

Les deux souches étudiees sont deposees tout d’abord dans 10ml de milieu de bouillon
nutritif (10ml pour streptococcus et 10ml pour lactobacillus) a 37°C pendant 3 heures, ensuit
activées par culture en surface surdes milieux de croissance spécifiques (M17 pour
streptococcus et MRS pour lactobacillus) a 37°C durant une période de 24 heures. (Figure 08)

0,25 g Lactobacillus bulgaricus (lyophilisé) 0,25 Streptococcus thermophilus (lyophilisé)
Ensemencement
N N
10 ml 10 ml
Bouillon nutritif Bouillon nutritif

(Extrait de viande
+Peptone+NaCl ou
KCL)

N
\ Incubation

Etuve ]

37°C /03 heures \

0,1 ml Solution mere 0,1 ml Solution mere
Ensemencement en
surface par inondation
Boite petri  [———— —)

Milieu MRS Incubation 37°C/24 heures M17
Figure 08 : Activation des souches
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5.2. Méthodes de contact direct :

A I’aide d’une anse a platine, on préléve une colonie a partir de la souche Streptococcus
activée et la 2eme colonie a partir de Lactobacillus activée apres 24 heures, puis on
I’ensemence dans 10ml de bouillon nutritif, ensuit on incube le mélange pendant 3 heures a

37°C, ce qui représente les solutions meéres.

Apreés l'incubation des deux solutions meres, on prépare des dilutions décimales dans I'eau
physiologique allant jusqu'a 10™*. A l'aide d'une pipette pasteur, on préléve a plusieurs reprise
1ml de la derniére dilution (107*) et on les met dans 9ml de chaque dilution & (0, 20, 40, 60,
80, 100%), respectivement. (Pour les deux : L.B et S.T).

Trois prises a raison de 1ml de chaque derniére solution sont ensuite mettre en profondeur
dans les 3 boites de pétri et puis en coule les milieux spécifiqgue M17 pour Streptococcus,

:MRS pour Lactobacillus. Enfin, sont incubées a 37°C durant 24 heures (figure 09).
5.3. Détermination du diameétre d'inhibition par la méthode des disques :

1° ment les disques sont préparés par usage de papier Watman n° 3 a raison de 5mn d

diametre. Ensuite, les disques sont stérilisés a 120°C pendant 15 minutes a l'autoclave.

Trois disques imbibés pendant 5 minutes dans chaque dilutions d'extrait
(0,20,40,60,80,100%) obtenu "thymus + l'eau”, ainsi que dans une solution contenant un
puissant antibiotique dont la Pénicilline, seront ensuite déposés successivement a la surface de
chaque boite de Pétri contenant le milieu gélosé spécifique ensemencé au solution inocula
"souche active" la solution diluée jusqu'a 10 : les boites de pétri ensemencées avec
Lactobacillus contenant le milieu MRS et les boites ensemencées avec Streptococcus
contenant M17 (figure 10).

La lecture des diameétres d’inhibition se fera apres incubation des boites de Pétri a 37°C

pendant 24, 48 a 72 heures a I’aide d’un pied a colis (Guignar, 1998).
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Lactobacillus bulgaricus Streptococcus thermophilus
— — ] Culture bactérienne — —
Anse de platine o/
o
10 ml

Bouillon nutritif
(Extrait de viande

\ Incubation / +Peptone+NaCl
[ 37°C/24 h ] ou KCL)
Solution mere
Lactobacillus bulgaricus Solution mere
/ \ Streptococcus thermophilus

m@mm

Etuve

T X 7T O XD 7 >

1ml a jeter
mI mI Eau physiologique mI mI a jeter
101 107 104

) 1073
102 10% 10% ﬂ

Dilutions décimales

Lactobacillus bulgaricus Streptococcus thermophilus
9 9 9 9

ml ml ml ml

101 1072 04

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

MRS M17
Incubation/37°C/ 24h Incubation/37°C/ 24h

Figure 09 : méthode de contact direct (MCD).
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Meéthode des disques
e Confection des disques

Papier filtre Whatman n°1

e
> OO OO —
o 9%o
Disque de 5mm dodlametre Stérilisation a
— L’autoclave
> Activation des souches 120°C/20mn
L.B S.T
T O 00> > J T 0 O >
||II| ||II| ||I|| ||II|5lml aJeterlIlII ||II| ||I|| ||II|
101 102 103 104 101 107 102 1'
! tml S
C— 3 Ensemencement par
X7 M17 inondation sur boites pétri x7 MRS

» Trois disques sont imbibés dans L’extrait pur
,0%, 20%,40%,60%,80%.100%

o Pendant 5mn o
()] C> <
«— Pénicilline Extralt pur\,

1o 1o 1o 10 1o 10 10 10 10 10 10 10 10

mI mI mI mI mI mI mI mI mI mI mI mI mI

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

Disque imbibé dans
la pénicilline
Boite pétri étalé avec L.B Boite pétri étalé avec S.T

Figure 10 : methode des disques par diffusion sur gélose (Prescott et al., 2003).
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La lecture des diametres d’inhibition se fera apres incubation des boites de Pétri a 37°C

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

5.4. 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 a I’eau qui est utilisé pour déterminer la concentration minimale
inhibitrice des espéces de germe spécifiques du yaourt (Streptococcus thermophilus et

Lactobacillus bulgaricus).

Apres I’activation des souches on obtient des inocula .Des prises a raison de 0,2 ml de
I’inoculum (L.B, S.T) sont introduites respectivement dans 2ml de chaque extrait de thymus
dilué par le milieu Mueller Hinton (MH).

Le mélange des tubes contenant les extraits préparés a différentes concentrations de 0, 20,
40, 60, 80 et 100% et I’inoculum de la souche sont ensuite incubées a 37°C pendant 18 a 24

heures.
On a préparé 3 échantillons :

1% échantillons : pour la lecture a I’aide d’un spectrophotomeétre réglé a 550nm a 0 heure.
< 2°m échantillon : pour la lecture & I’aide d’un spectrophotométre aprés incubation de 24h.

% 3™ échantillon : pour la CMB.

La détermination de la CMI est effectuée a partir de la mesure de la turbidité induite par la

croissance du germe éetudié a I’aide d’un spectrophotometre réglé a 550mn.

La CMI correspond a la plus petite concentration pour la quelle il y a absence de turbidite,

par consequent c’est le premier tube ou la valeur di est égal a df (di=df).
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+ Taux de survie germe cariogéne étudié

Le taux de survie est mesuré au spectrophotometre réglé a 560 nm comme suit :

df-di
DF-DI

S=100x

S : Taux de survie

di : Densité optique initial de la solution d’extrait a I’Hexane
df : Densité final de la solution d’extrait a I’hexane

DI : densité optique initial du témoin

DF : Densité optique final du témoin

df-di : Différence de densité optique dans I’extrait ensemencé avant et apres incubation a
37°C durant 18heures.

DF-DI: Difference de densité optique sans extrait de thymus vulgaris avant et apres
incubation a 37°C durant 18heures (Zirihi et al, 2007).
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> Activation des souches

0,25 g Lactobacillus bulgaricus (lyophilisé) 0,25 Streptococcus thermophilus

Ensemencement

10ml Bouillon nutritif
(Extrait de viande
+Peptone+NacCl ou
KCL)

37°C /03 heures

\

0,2 ml 0,2 ml
Solution mere Solution mere

Ensemencement en tube
Contenant 2 ml (Muller-

... ... Hmton......

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

Extrait pur Muller-Hinton

~ ~ —~ e Y —
3 répétition x3

Figure 11 : détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI).

Ex : & 20 % on ajoute 0,4 de Muller Hinton a I’extrait et 1,6 extrait pur

» 1* échantillon : la lecture a I’aide de spectrophotométre a 0 heure

2¢me échantillon : la lecture a I’aide de spectrophotométre aprés 24 heures d’incubation
3¢me échantillon : pour la CMB

Y V
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5.5. Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB) :

La CMB est concentration de I’antimicrobien qui laisse au plus 0,01% de germe vivant

apres culture sur gélose (Moroh et al., 2008).

Pour sa determination, le tube témoin pour les germes étudiés Streptococcus thermophilus

et Lactobacillus bulgaricus a été dilué jusqu'a 10.
Cette derniére dilution représente 0,01 de survie des germes apres culture en strie.

Elle est repiquée par strie de Scm sur une gélose Muller Hinton, puis incubée a 37°C

pendant 18 a 24 heures.

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

I’inoculum initial aprés incubation (Moroh et al., 2008).

Pour sa détermination, le tube témoin (inoculum) a été dilué a I’eau physiologique jusqu’a
104, Cette dilution représente 0,01% de survie du microorganisme. Elle est ensemencée par
strie de 5 cm sur une Gélose Mueller Hinton puis incubée a 37°C pendant 24 heures. Le nombre
de colonies de bactéries obtenu sur la strie de la dilution 10 est comparé a celui de chaque tube
expérimental contenant I’inoculum, également ensemence 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 a celui de la dilution 10

correspondra a la CMB.
5.6. Traitements statistiques

Les résultats ont subi une analyse de variance randomisation, suivie d’une comparaison des

moyennes deux a deuxX selon le test de NEWMAN et KEULS (STAT BOX 6.4).
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» Lactobacillus bulgaricus

i

1”{'@@@@

- - - 1ml a jeter
mI

103 0% 20% 40% 60% 80% 100%

Muller- Hinton

Extrait pur

Anse de platine

Boite de pétri

IICAAVAVAVASS
60% S XS \=—
80% U\ U\
100%\ S XU

Incubation
37°C/18-24 heures

35

——
| —



Meéthodologie De Travail

Figure 12 : détermination de la concentration minimale bactéricide pour Lactobacillus
bulgaricus (CMB).

» Streptococcus thermophilus

Muller-Hint\o:

OO OO,
9 9 9 9 ml{|ml [[ml [ |ml[|ml|]|ml
ml ml ml ml

101 102 103 10 0% 20% 40%  60%  80%  100%
Extrait pur

Anse de platine

Boite de pétri
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Incubation
37°C/18-24 heures

Figure 13 : détermination de la concentration minimale bactéricide pour Streptococcus
thermophilus (CMB).
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Résultats et discussions

1. Lactobacillus bulgaricus
1.1.  Méthode de contact direct :

Croissance :

Le developpement du nombre de Lactobacillus bulgaricus s’avére inversement proportionnel avec
I’augmentation de la concentration d’extrait a I’eau de Thymus vulgaris.

Un abaissement significatif (P<0,01) de la croissance de Lactobacillus bulgaricus est induit par
I’extrait de Thymus vulgaris préparé a 20% de (91.10* UFC /ml), comparativement au témoin 0%
(132.10*UFC/ml).La diminution du germe devient plus important (P<0,01) dans les extraits préparé
a40 et 60% (86.10%, 57.10*UFC/ml), alors qu’aucun développement n’est observé dans les extraits de 80

et 100%, ce qui indique que I'inhibition est totale (tableau 04).

Tableau 04 : effet des différentes concentrations de I’extrait a I’Eau de Thymus vulgaris sur la

croissance de Lactobacillus bulgaricus.

A

132.10%

91.10% B
86.10° B -
57.10% C (P<0,01)
0 D
0 D

** : Effet hautement significatif, X : moyenne, n : nombre de répétition, p : seuil de probabilité, UFC :
Unité Forment Colonies; a, b, ¢, d : Comparaison statistique des moyens.
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1.2. Diameétre d’inhibition :

Les effets d’inhibition effectués par la méthode des disques montrent que le diametre de la zone
d’inhibition est d’autant plus remarquable que la solution est plus concentrée en extrait a I’Eau de
Thymus vulgaris. Le diamétre d’inhibition le plus faible (P<0,01) est réalisé avec I’extrait préparé a
20% ; 6 mm. Par contre les résultats les plus élevés (P<0,01) sont obtenus avec des concentrations
des extraits de Thymus vulgaris de 40, 60, 80 et 100%. L’antibiotique enregistre un diameétre
d’inhibition le plus élevé (de I’ordre de 14,333 mm) ; il est 1égérement supérieur (P<0,05) a celui de
I’extrait préparé a 100% (10,333 mm).

L’analyse de variance dévoile I’effet hautement significatif du facteur étudié a savoir les
concentrations d’extraits a I’eau de Thymus vulgaris sur les variations des diameétres des zones

d’inhibitions au cours de la culture de I’ espéce bactérienne Lactobacillus bulgaricus (tableau 05).

Tableau 05 : variation du diamétre de la zone d’inhibition en fonction des différentes concentrations

d’extraits & I’Eau de Thymus vulgaris au cours de la culture de I’espéce bactérienne Lactobacillus

bulgaricus. Diamétre d’inhibition (mm) Ecart type.

14,333 0,577
10,333 0,577 B
8,333 2 C
**
7 0,577 C
P<0,01
7 1 C
6 1,732 C
0 0 D

** : Effet hautement significatif, X : moyenne, n : nombre de répétition, p : seuil de probabilité, UFC :
Unité Forment Colonies; a, b, ¢, d : Comparaison statistique des moyens.
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1.3. Taux d’inhibition :

Le taux d’inhibition de Lactobacillus bulgaricus le plus faible (P<0,01) est réalisé avec la dilution

d’extrait & I’eau de Thymus vulgaris préparé a 20% ; 41,87% en moyenne.

Les extraites préparés a40, 60, 80% ont induit des résultats beaucoup plus importants
comparativement a la solution précédente (P<0,01); 48,849, 48,849, 58,153 % en moyenne,

respectivement.

Enfin, la solution préparée a 100% a montré un taux d’inhibition d’environ 72,11% sur la
croissance de ce germe. Le taux s’avere significativement (P<0,01) supérieur a I’ensemble des

solutions expérimentales (tableau 06) taux d’inhibition en (%).

Tableau 06 : variation du taux d’inhibition de L.B en fonction des différentes concentrations

d’extrait & I’eau de Thymus vulgaris.

72,11 4,029 B
58,153 13,957 C
*x
48,849 4,029 C (P<0,01)
48,849 6,978 C
41,87 12,087 C
0 0 D

** : Effet hautement significatif, X : moyenne, n : nombre de répétition, p : seuil de probabilité, UFC :
Unité Forment Colonies; a, b, ¢, d : Comparaison statistique des moyens.
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1.4.

SN

Concentration minimale inhibitrice (CMI) :
Lactobacillus bulgaricus :

Les espéces microbiennes Lactobacillus bulgaricus objet de notre étude ne semble pas croitre sur
milieu liqguide MH contenant un taux d’extrait a I’eau de Thymus vulgaris de 40%; avec un taux de
survie proche de zéro. Ainsi cette solution préparée a 40%; d’extrait a I’eau représente donc la

concentration minimale inhibitrice (CMI) (tableau 07).

Tableau 07 : variation de la turbidité induit par le développement de Lactobacillus bulgaricus en

fonction des différentes concentrations de Thymus vulgaris.

_ 0% 20% 40%  60% 80% 100%
- 0,029 0,025 0,08 0,02 0,148 3
- 0,036 0,031 0,08 0,02 0,148 3,01
- 0,007 0,006 0 0 0 0
- 100 85,714 0 0 0 0

df-di : différence de densité optique dans la solution phénolique ensemencée avant et apreés incubation a
37°C durant 18 heures ; Df-Di : différence de densité optique sans extraits de Thymus vulgaris et aprés

incubation a 37°C durant 18 heures S : Taux de survie du microorganisme en %b.
1.5.  Concentration minimale bactéricide (CMB) :

la figure représente d’un coté les repiquages en strie sur gélose HM de différentes
dilutions10,102,10 et 10“ de [I’inoculum bactérienne de Lactobacillus bulgaricus aprés

incubation a 37C° pendant 24 heures , et d’un autre coté les repiquages en strie sur milieu gélose MH
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de difféerentes concentrations d’extraits & I’Eau ensemencés avec Thymus vulgaris aprés culture

durant 18 & 24heures a 37C°.

La confrontation entre les deux résultats (figure) montre que la premiére solution ou le nombre de
germe aprés culture est proche a la dilution 10 aprés 24heures d’incubation est celle préparé & 60%
d’extrait a I'eau de Thymus vulgaris ; cette solution représente donc la concentration minimal

bactéricide.

Figure 15 : détermination de la CMB des extraits a I'eau de Thymus vulgaris sur la croissance de
Lactobacillus bulgaricus comparativement au témoin.
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Le rapport CMB/CMI obtenu égale a 1,5 montre que I’extrait expérimental exerce un effet

inhibiteur de type bactéricide sur la souche étudiée (Tableau 08).

Tableau 08 : actions inhibitrices des extraits a I'eau de Thymus vulgaris sur la croissance de

Lactobacillus bulgaricus.

60% 40% 1,5

+ D’apres (Olivier., 2007):
CMB/CMIZ2 (Effet bactéricide). .
CMB/CMI>2 (Effet bactéristatique). Bactéricide

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

2. Streptococcus thermophilus
2.1.  Méthode de contact direct :

Les effets des différentes solutions d’extraits & I'eau de Thymus vulgaris sur la croissance de

Streptococcus thermophilus sont pergus dans .

L’extrait de thym & 20% (115.10°UFC/ml) révéle un faible (P<0,01) taux de croissance de
Streptococcus thermophilus par rapport & celui du témoin a base d’eau distillée stérile (142.10*
UFC/ml).

La prolifération de ce microorganisme continue a diminuer (P<0,01) en présence d’extrait de
thym a partir de 40 4 60% (92.10%, 53.10%).

Par ailleurs, les extraits préparés a 80% et 100% ont exercé un effet bactéricide sur I’espéce

étudiée ; ainsi aucun développement de Streptococcus thermophilus n’a été observé.
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Tableau 09 : Effet des différentes dilutions d’extrait de Thymus vulgaris sur la croissance de

Streptococcus thermophilus.

- 142.10% A

- 115.10* B

- 92.10° c o
- 53.10° D (P<0,01)
— E
;. E

** . Effet hautement significEtif, X : moyenne, n: nombre de répétition, p : seuil de probabilité, UFC :

Unité Forment Colonie, a, b, ¢, d : Comparaison statistique des moyens.

2.2.  Diametre d’inhibition :
Les extraits d’inhibition des extraits & I’Eau de Thymus vulgaris sont trés remarquables (P<0,01).

Le faible diamétre d’inhibition est observé avec I’extrait préparé a 20%(1,667 mm), la zone
d’inhibition augmente & 40%(5,333 mm), 60%(8 mm), et plus élevé a 80%(9,333 mm) et 100%(11

mm).

Par ailleurs, la pénicilline G enregistre le meilleur diametre d’inhibition par comparaison aux
différents extraits expérimentaux (P<0,01) 13,333 mm en moyenne.

L analyse de variance montre I’effet hautement significatif des concentrations d’extractions de
Thymus vulgaris sur les variations des diametres d’inhibition de Streptococcus thermophilus (tableau
10).
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Tableau 10 : variation du diametre des zones d’inhibition de Streptococcus thermophilus en

fonction des différents extraits a I’Eau de Thymus vulgaris (n=3).

13,333 0,577
11 1 B
9,333 0,577 B C >
8 ! ¢ (P<0,01)
5,333 0,577 D
1,667 2,887 E
0 0 E

** . Effet hautement significati_f, X : moyenne, n: nombre de répétition, p : seuil de probabilité, UFC : Unité
Forment Colonie, a, b, ¢, d : Comparaison statistique des moyens.

2.3.  Taux d’inhibition :

La variation des taux d’inhibition de Streptococcus thermophilus est marquée d’abord par des
résultats tres proches allant de 12,503 a 40,01%, respectivement 20% et 40%, puis il est remarqué
une augmentation trés significative (P<0,01) du taux d’inhibition a 60,015, 70,017, 82,521% avec
I’extrait préparé a 60%, 80%, 100% (tableau 11).

Tableau 11 : variations des taux d’inhibition de Streptococcus thermophilus en fonction des

différentes concentrations des extraits a I’Eau de thymus vulgaris (n=3).

82,521 7,502 B x>
70,017 4,331 B C
60,015 7,502 C (P<0,01)
40,01 4,331 D
12,503 21,656 E

0 0 E

** . Effet hautement significati_f, X : moyenne, n: nombre de répétition, p : seuil de probabilité, UFC : Unité

Forment Colonie, a, b, ¢, d : Comparaison statistique des moyens.
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2.4.  Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) :

Pour I’espéce Streptococcus thermophilus le taux de survie proche a zéro c’est a partir de
solution préparée a 60% ; 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). Donc la concentration minimale inhibitrice (CMI)
(tableau 12).

Tableau 12 : évaluation de la concentration minimale inhibitrice d’extrait de Thymus vulgaris sur la

croissance de Streptococcus thermophilus.

0% 20% 40% 60% 80% 100%
0,02 0,02 0,135 0,192 0,134 3
0,036 0,031 0,145 0,192 0,134 3
0,016 0,011 0,01 0 0 0
100 68,75 62,5 0 0 0
CMI a 60%

df-di : différence de densité optique dans la solution phénolique ensemencée avant et apreés incubation a
37°C durant 18 heures ; Df-Di : différence de densité optique sans extraits de Thymus vulgaris et aprés
incubation a 37°C durant 18 heures S : Taux de survie du microorganisme en %.

2.5.  Concentration minimale bactéricide (CMB) :

La figure représente d’une part les repiquages en strie sur gélose HM des différentes
dilutions10,102,10 et 10* de I’inoculum bactérienne de Streptococcus thermophilus. aprés
incubation a 37C° pendant 24 heures , et d’autre part les repiquages en strie du méme contenue dans
les différentes concentrations d’extraits a a I'eau de Thymus vulgaris préparés a 0%, 20%, 40%, 60%,
80%, 100%.

Le tube préparé a 20% n’a pas inhibé totalement la croissance de Streptococcus thermophilus, a
40, 60% il ya une inhibition mais plus éleve que 20%.

Cependant, I’extrait & 80% a engendré un pourcentage de survie proche de 0.01 de I’espece
microorganisme expérimentale ; cette solution a bas d’extrait de thym constitue donc la CMB.
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Il résulte enfin, & partir du rapport CMB/CMI obtenu et qui est égale a 1,333 que les extraits
expérimentaux de thym exercent un effet inhibiteur de type bactéricide sur I’espéce étudiée Thymus

vulgaris.

Tableau 13 : action inhibitrice d’extrait de Thymus vulgaris sur la croissance de Streptococcus
thermophilus.

= D’aprés (Olivier., 2007):
CMB/CMIZ2 (Effet bactéricide).
CMB/CMI>2 (Effet bacteristatique). Bactericide

+ D’aprés (Marmonier., 1990):
CMB/CMI<4 (Effet bactéricide).
CMB/CMI>4 (Effet bacteristatique).

=
o = i

40% _’ .

60%  ———> " B

80% 4

100%

Figure 16 : détermination de la concentration minimale bactéricide de I’extrait Thymus vulgaris sur
le Streptococcus thermophilus.

Discussion :
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Les extraits de « Zaatar » de Thymus vulgaricus ont induit des diminutions hautement significatif
(P<0,01) de la croissance de Lactobacillus bulgaricus et  Streptococcus thermophilus par
comparaison au témoin (Eau distillé stérile 0%), la baisse de la croissance des espéces microbiens
étudiées sont importantes a 20%, 40% et 60% de I’extrait de thym. Par ailleurs, aucun
développement des deux souches lactiques L.B et S.T n’est observé en présence des extraits
préparés a 80% et 100% ceci est due certainement a I’effet antimicrobienne qu’exerce I’extrait de

Thymus vulgaris sur les germes étudiés.

La méthode des disques a montré des résultats comparables entre I’antibiotique (pénicilline) et
I’extrait a I’Eau du Thym préparé a 100% ; 14,333 vs 10,333 mm, en moyenne pour les Lactobacillus
bulgaricus et 13,333 vs 11 mm, en moyenne chez les Streptococcus thermophilus.

Par ailleurs, les variations des diamétres d’inhibitions de Lactobacillus bulgaricus sont marqués
par des valeurs qui augment de 6, 7, 7, 8,333, 10,333mm respectivement pour les extrais de thym
préparés a 20, 40, 60, 80, 100%.

d’autre part le Streptococcus thermophilus il a été observé que les extraits préparés de 40 a 100%
ont enregistrés des taux d’inhibition élevés variant de 40,014 82,521% ; alors que celui préeparé a
20% a marqué une valeur de 12,503%.Ce qui confirmé que I’extrait a I’Eau de Thymus vulgaris
exerce un effet inhibiteur sur la croissance des souches spécifiques du yaourt; Lactobacillus
bulgaricus et Streptococcus thermophilus (Ezmirly et al., 1979).

L’analyse de la CMI et de la CMB montre que Lactobacillus bulgaricus est sensible a 40% et pour
Streptococcus thermophilus a 60% d’extraits de thym. Par ailleurs, le rapport CMB/CMI trouvé a
Lactobacillus bulgaricus égale a 1,5 et pour Streptococcus thermophilus : 1,333. D’aprés (Olivier,
2007) ces rapports puisque sont inférieurs ou égale a 2 donc il ya un effet bactéricide sur les especes
microbiennes étudiés ; L.B, S.T. (Marmonier., 1990); rapporte en d’autre part que lorsque le rapport
(CMB/CMI) d’une substance antimicrobienne est inférieur ou égale 4 ceci suppose qu’elle présente
un effet bactéricide ; alors que si le rapport est supérieur a 4 elle présente plutbt un effet

bactériostatique.

Globalement I’extrait a I’Eau de Thymus vulgaricus récoltée dans la région de Mechria a Naama -
Algérie- forme un effet bactéricide tres importent sur bactéries lactiques (Lactobacillus bulgaricus et
Streptococcus thermophilus). Réunification de thym avec le yaourt devra ce faire a des

concentrations de moins de 20%.
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Conclusion

Au terme de notre etude expérimentale a la lumiére des résultats obtenus, il apparait
notamment que les germes lactiques étudiés sont tres sensibles au extraits a I’Eau de thymus
vulgaris & partir de 80, 100% . Le degré d’inhibition s’avere dépendre de la concentration de
I’extrait de thym utilisé. Ainsi, plus la concentration des extraits de thym est important plus le

degré d’inhibition de ces bactéries sont remarquable.

L’etude a montre que les solutions des extraits a I’Eau préparées a (20, 40, 60, 80,
100%) de Zaatar présentent une forte activité antimicrobienne contre les souches étudiée :
Lactobacillus bulgaricus et Streptococcus thermophilus ; avec des diametres des zones
d’inhibitions variantes de (6 a 14,333mm) pour L.B et (1,667 a 13,333mm) pour S.T, des
taux d’inhibitions qui oscillant entre (41,87 a 100%) pour L.B (12,503 a 100%) :S.T .

La concentrations minimale inhibitrice et la concentration minimale bactéricide

montrent que I’extrait de thym exerce un effet bactéricide vis-a-vis de S.T et L.B.

En fin, leur utilisation en tres faibles quantités est envisageable en raison de leur
grande efficacité. Leur utilisation combinée a d'autres procédes de conservation en fera
certainement dans les prochaines années I'agent antimicrobien naturel incontournable pour
améliorer la durée de vie. Par exemple, dans le cadre de notre étude on peut incorporer cette
technique dans la filiere laitiére pour améliorer la qualité grace aux effets bactéricides.
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Résumé :

Ce travail a porté sur I’étude de I’effet des extraits a I’eau de Thymus vulgaris cultive dans
la région de « Naama » sur les deux germes spécifiques du yaourt a savoir Streptococcus

thermophilus et Lactobacillus bulgaricus.
L’extraction des composés bioactifs a été effectuée a partir de la partie aérienne de la plante.

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

Avec un taux de croissance qui recule et des diamétres d’inhibition qui deviennent de plus en
plus importants en augmentant la concentration de I’extrait de thym, on a pu démontrer I’effet
inhibiteur de ce dernier sur les germes étudiés qui est en relation certaine avec la

concentration en composés bioactifs dans la plante objet de I’étude.

Par ailleurs, la CMI et CMB des deux souches (Streptococcus thermophilus et Lactobacillus

bulgaricus) est obtenue avec I’extrait preparé a 60%.

L’extrait a I’eau de Thymus vulgaris de « Naama » semble exercer un effet de type bactéricide
sur les deux germes spécifiques du yaourt Streptococcus thermophilus et Lactobacillus

bulgaricus.

Mots clés : Thymus vulgaris, Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus thermophilus, extrait,
effet inhibiteur.
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