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Introduction

Introduction

Actuellement, la conservation et la securité des aliments sont la principale
préoccupation des consommateurs et des producteurs d'aliments. La conservation des aliments
est largement liée a la qualité et a la sécurité du produit alimentaire. 1l s'agit d'un enjeu crucial
dans la prévention des maladies d'origine alimentaire, a la fois graves et colteuses. La
conservation des aliments vise a maintenir l'intégrité et la qualité globale du produit
(organoleptiques et nutritionnelle), a réduire le gaspillage alimentaire excessif, a prolonger la
durée de conservation du produit et a préserver les nutriments pendant le transport (Khalil et
al., 2021).

Le lait est une excellente source de produits de composition différente. Il contient des
protéines, des graisses, du lactose et diverses vitamines et minéraux et répond a une demande
croissante des consommateurs pour des produits innovants de qualité constante. L’industrie
laitiere doit exploiter toute la richesse de cette matiére premiere, simple d'apparence et
complexe de composition (Guetouache et al., 2014). En raison de sa haute valeur
nutritionnelle, le lait cru est un milieu favorable pour la croissance d'un large éventail de
micro-organismes. Plus de 160 espéces de bactéries ont été identifiées dans le lait cru. Ces
bactéries proviennent de diverses sources, y compris l'air, le sol, l'eau, les trayons, et le
matériel de traite contaminés (Yaun et al., 2019). Par conséquent, nous devons introduire des
techniques appropriées pour préserver cette substance importante.

Plusieurs techniques pour conserver le lait a des températures plus basses (la
réfrigération, la congélation, etc.) et des techniques de conservation thermique (la
pasteurisation, la stérilisation) et la conservation & l'aide de certains produits chimiques.
(Khalil et al., 2021). Bien que ces techniques contribuent a I'élimination des micro-
organismes dans le lait, elles ont des effets néfastes sur le plan nutritionnel et sensoriel (Hintz
et al., 2015), et sur le plan sanitaire, elles peuvent provoquer des maladies tératogenes,
cancérogenes et toxicité résiduelle (Tzima et al., 2015), ainsi ces techniques conventionnelles
sont limites car la biodiversit¢ microbienne laitiere ont différentes conditions étre
défavorables pour sa croissance telles que les bactéries psychotrophiles, mésophiles et
thermophiles la température de la mortalité des unes sera la de développement des autres
(Vithanage et al., 2016).



Aujourd’hui, les techniques de préservation modernes comme la bio-préservation,
I'irradiation et les technologies d'obstacles sont également courantes. Dans les techniques de
conservation traditionnelles, les aliments modifient leur état (nutritionnelle et organoleptique)
et perdent certains nutriments(Singh., 2018) ,ces méthodes aussi ont plusieurs parametres
affectée la qualité de lait et directement la sécurité de cet aliment et il les doit suivre et
contréler de fagcon permanente et ils sont la température et le temps de stockage et la charge
microbienne initiale qui provoquent des changement remarquable dans les composition du lait
cru (Vithanage et al., 2016 ; Vithanage et al., 2017). Ainsi, les techniques modernes sont
plus adaptées pour assurer la sécurité et la qualité des aliments. 1l est également pertinent dans
le monde d'aujourd'hui en raison de la mondialisation du marché alimentaire, de l'introduction
de nouveaux aliments, des innovations de nouvelles technologies, de la demande de produits
peu transformeés avec une qualité préte a consommer et une durée de conservation plus longue
(Singh, 2018).

L'utilisation de conservateurs alimentaires antimicrobiens naturels (bioconservation)
pourrait garantir la sécurité et la qualité des aliments en tant qu'alternative a d'autres systéemes
de conservation tels que les systéemes chimiques ou thermiques (Quinto et al., 2019). La
bioconservation utilise des conservateurs naturels contre un nombre élevé de micro-
organismes pathogenes liés a l'alimentation ; ces conservateurs sont obtenus a partir
d'animaux, des végétaux, des bactéries, de champignons, d'algues, de virus (Quinto et al.,
2019), ainsi que des bactériophages et les liquides nutritionnels comme le lait qui donne
I’enzyme lactoperoxydase (Monique et Souad, 2013). La bioconservation alimentaire basée
sur ’origine bactérienne donnée un exemple tres fréquenté dans les aliments fermentés sont :
les bactéries lactiques utilisées comme des cultures protectrices et leurs métabolites tels que :
I’acide lactique, peroxyde d’hydrogeéne et les bactériocines comme la nisine cette additif
lantibiotique connu sous le symbole : E234 qui a des effets antibactériennes sur les germes de
Gram positive avec un haut performance et tolérance dans des conditions de température et
pH extrémes (Dortu et al., 2009).

On sait que certaines épices et herbes conferent une activité antimicrobienne. Bien
qu'il existe des rapports contradictoires dans la littérature sur I'efficacité absolue de diverses
épices et herbes, des chercheurs, déclarent que les épices, la Cannelle, la Moutarde, la
Vanilline, le Clou de girofle et le Piment de la Jamaique, et certaines herbes, en particulier
I'Origan, le Romarin, le Thym, la Sauge, et le Basilic, conférent tous une forte activité



antimicrobienne ainsi le thé vert, le pépin de raisin et le propolis qu’ils sont riches en
substances antifongiques , antioxydant et antibactérienne (Hintz et al., 2015 ; Monique,
Souad, 2013 ; Tzima et al., 2015).

Le Thym est une plante aromatique utilisé dans la médecine traditionnelle algérienne
comme thé chaude qui peut contenir des huiles essentielles et des composés hydrosolubles
comme les acides phénoliques et les flavonoides pour le traitement des troubles digestifs et
respiratoires, aussi il est utilisé comme agents épices et additifs dans la préparation et la
conservation des aliments grace a leur potentiel antimicrobien (Uritu et al., 2018 ., Ait Kaki
et al., 2021) ; ses plantes ont I’effet antibactériens, antioxydants et antifongiques sont
considérés comme plus sdrs pour I'nhnomme et I'environnement et économiquement ils peuvent
faire une révolution dans le domaine agroalimentaire par le remplacement des conservateurs
et des additifs alimentaires chimiques (Morales, 2002 ., Uritu et al., 2018., Messara et al.,
2018 ., Ait Kaki et al., 2021). La richesse par des molécules bioactives phytochimiques
comme les composés phénoliques, les flavonoides, les terpénoides et les tanins pourraient étre
responsables des activités antibactériennes, antioxydantes et antifongiques observées (Ait
kaki et al., 2021).

Grace aux composes phytochimiques divers de ces plantes leurs métabolites
secondaires conférent des propriétés organoleptiques et servent d'agents antimicrobiens et
antioxydants. Les composés phénoliques sont généralement les plus efficaces. Sur la base de
leurs structures chimiques un exemple simple de phénol est I'acide caféique, qui se trouve
dans le Thym et I'Estragon et il est actif contre les champignons, les virus et les bactéries. Les
flavonoides sont efficaces contre de nombreux micro-organismes en raison de leur capacité a
se lier et a inactiver les protéines et a se complexer avec les parois cellulaires bactériennes
(Hintz et al., 2015).

Il est a noter qu'il existe peu d'informations bibliographiques sur l'utilisation des
extraits et des produits naturels comme additifs conservateurs pour assurer la consommation
alimentaire quelles que soient leur qualité et leur sécurité, notamment dans cette étude le lait
conservé a l'extrait de Thym ; Ainsi, I'enrichissement de ce domaine d'utilisation des
conservateurs biologiques dans la conservation du lait favorisera la santé humaine et la

sécurité alimentaire.



Dans ce contexte s'inscrit le travail en cours visant a rechercher de nouvelles
substances naturelles d'origine végétale a activité antibactérienne en évaluant I'effet
antibactérien de I'extrait de Thymus numidicus (extrait hydroéthanolique) sur les bactéries
pathogenes et nous visons la possibilité d'utiliser cet extrait comme conservateur naturel pour

lait de vache cru.

Afin d’atteindre cet objectif, nous avons articulé notre travail autour de deux partie la
premiere partie a été consacrée a la synthese bibliographique comportant deux chapitres ; le
premier chapitre decrit les notions essentielles a la compréhension de notre travail (les
principales informations sur l'espece étudiée et l'activité antibactérienne). Le deuxiéme

chapitre comprend des informations sur le lait cru de vache.

La deuxiéme partie réservée a I'étude expérimentale subdivisée en trois chapitres ; le
premier chapitre présente les méthodes et les techniques utilisées pour la réalisation de ce
travail , le deuxieme consiste a une analyse des résultats obtenus et le troisieme présente une

discussion.
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1. Description genérale du genre Thymus

Au sein de la famille des labiées (Lamiacées), qui comprend environ 220 genres, le
genre Thymus est I'un des huit plus importants en nombre d'especes incluses dans le systéme
de classification botanique. Plusieurs interprétations existent concernant l'origine du nom
Thymus. Certains auteurs postulent que le nom latin Thymus vient du mot grec Thymo
(parfum). Une autre interprétation de I'étymologie considére le mot grec Thymos (courage,
force). A l'origine le genre Thymus décrivait un groupe de plantes aromatiques aux aspects

similaires qui étaient utilisées comme stimulants des fonctions vitales (Morales, 2002).
Thymus numidicus Poiret

L’espéce Thymus numidicus Poiret est une plante buissonnante, caractérisée par ces
tiges érigées, feuilles en général lancéolées, 2 a 5 fois plus longues que larges. Les Fleurs
roses sessiles ou presque, réunies a I’extrémité des rameaux en épis courts. C’est une espece
endémique Algéro-Tunisienne, sa peériode de floraison est souvent entre mois d’Avril
jusqu’au début du Juillet tout dépend la zone géographique (Quezel et Santa, 1962). La
position systématique est décrite dans le tableau 01.

Tableau 01 : Classification botanique de I'espece Thymus numidicus Poiret.

Régne Plantae

Embranchement Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Sous classe Asteridae

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Sous-famille Nepetoiedeae

Genre Thymus

Espéce Thymus numidicus Poiret.

1.1. Biogéographie

Thymus est largement distribué dans I'ancien monde. La région méditerranéenne peut
étre décrite comme le centre du genre a proprement parler la région méditerranéenne
occidentale. Seules les especes de deux sections sont présentes en dehors de la méditerranée.
Sept sections sont reparties sur la péninsule Ibérique et 1’Afrique du nord-ouest (nord du
Sahara du Maroc, Algerie, Tunis et Libye) cing d'entre elles sont endémiques. Deux especes
sont communes dans les montagnes d’Ethiopie et une se trouve dans le sud-ouest des

montagnes Arabiques. En Gréce 18 especes sont enregistrées, 36 en Turquie et 17 dans la
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flore iranienne. Plus a I'est, le Thymus se trouve sur la péninsule de Sinai et les régions arides
de I’Asie occidentale jusqu'a atteindre I’Himalaya. Les limites de la région tropicale jusqu'a
I'est de I’ Asie (japon et chine) (Morales, 2002)

En Algérie, le genre Thymus est représenté par 12 especes (Morales, 2002) réparties
dans plusieurs régions différentes ; Au nord, comme T. pallescens, dans la région des Aurés
(Batna) et les monts du Djurdjura (Kabylie) a I'est, comme T. dreatensis ... (Hazzit et al.,
2009) (figure 01).

Figure 1 : Répartition du genre Thymus dans le monde (Morales, 2002).

1.2. Composition chimique de Thymus

Jusqu'a présent, diverses recherches sur les différentes espéces de Thymus du monde
entier et en Algérie ont été menées. Des recherches chimiques antérieures sur des espéces de

Thymus ont montreé la présence d'huiles essentielles, de flavonoides et d'acides phénoliques.

La qualitt de Thymus est généralement déterminée par leur teneur en huiles
essentielles. Cependant, ils contiennent également des oligomeres d'acide caféique (connus
sous le nom de labiataetanins), des glycosides de flavonoides, des dérives d'hydroguinone, des

terpénoides, des bisphényles, etc (Fecka et Turek, 2007).
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1.2.1. Huiles essentielles

Kagama et al ont mené une étude en 2022 pour déterminer la composition chimique
des huiles essentielles de Thymus vulgaris et pour évaluer son potentiel antimicrobien contre
Phytophthora megakarya (la bactérie qui cause la pourriture brune des cabosses de cacao). A
partir de I'extrait hydrodistillat, la composition chimique a été analysée par chromatographie
en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC/MS). Les résultats ont montré que
le rendement en HE de Thym était de 0,42 % avec le thymol (32,41 %), le y-terpinene

(19,65%) et le p-cymeéne (19,43 %) comme composants majoritaires.

Galovicova et al.,, 2021 ont été menée Une étude pour analyser la composition
chimique, l'activité antioxydante, antimicrobienne et antibiofilm de I'huile essentielle de
Thymus serpyllum de la région slovaque. La chromatographie en phase gazeuse/spectrométrie
de masse (GC/MS) et la chromatographie en phase gazeuse (GC-FID) de T. serpyllum HE ont
été utilisées pour détecter les composés ; Les principaux composés se sont avérés étre le
Thymol, 18,8 %, Carvacrol 17,4%, o-Simen 15,4%, et geranol 10,7%.

Nieto a mené une revue en 2020, donnant un apercu des informations les plus
importantes sur I'effet positif des composés bioactifs du thym et leurs utilisations comme
conservateur alimentaire, compte tenu de leur origine (de plantes, d'extraits de plantes ou
d'huiles essentielles) ; Cette revue a été étayée par une étude de Ruta et al., 2008 décrit le
profil des substances volatiles et I'activité antimicrobienne de Thymus zygis subsp. gracilis
(Thymol et deux types chimiques de linalol) a partir des huiles essentielles extraites de sept

plantes cultivées a Murcie (Espagne).

Benomari et ses collaborateurs ont mené en 2020 une étude visant a caractérisation
des plantes aromatiques méditerranéennes, ils sont signalés dés la premiere fois la
composition chimique de trois sous-especes de Thymus munbyanus : subsp. ciliatus, subsp.
coloratus et subsp. Huiles essentielles abylaeus en utilisant une combinaison de GC capillaire
(RI) et GC/MS.

Plusieurs études ont été faites sur T. numidicus ; Boughendjioua et Djeddi, (2018)
identifient les Propriétés sensorielles et physico-chimiques de I'huile essentielle de Thym
d'Algérie et en les reliant a leur composition chimique pour d'autres applications dans les
industries alimentaires et pharmaceutiques en tant que produits de valeur. En 2014, Kouch et
al ont fait une comparaison entre les résultats obtenus dans leur étude des proportions des

composants des huiles essentielles de Thymus numidicus et les résultats d'une étude menée par
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Hadef et al en 2007, et il y avait une différence notable dans les proportions des composants
trouvés dans les huiles essentielles des deux expériences; les chercheurs ont attribué la raison
différence aux facteurs génétiques et environnementaux, la partie de la plante utilisée, son age
et la période de récolte. Zellagui et al., 2014 ont mené une étude pour déterminer la
composition chimique des huiles distillées a I'eau des feuilles de Thymus numidicus Poiret a
Mila - Algérie par chromatographie en phase gazeuse/spectrométrie de masse (GC/MS). Et
Evaluation du pouvoir antioxydant des huiles végétales essentielles. Le tableau 02 montre les

résultats de toutes les études qui ont été couvertes.

Tableau 02 : composition chimique de quelques espéces de Thymus en termes d'huiles

essentielles.
Espéce Huiles essentielles Références
T. Vulgaris Thymol (32.41 %) Carvacrol (2.63 %)
(Cameron) y- Terpinene (19.65%) p-Cymene ( 19.43%) Kagma et al., 2022
Thymol (18.80 %) Carvacrol (17.40 %) o~
T. serpyllum i O Ao 0 Galovi“cova et al.,
(Slovaquie) O-Cymene (15.40%) Géraniol (10.70 %) 2021
T. 2ygis Thymol (22.30 %) Carvacrol (1.50 %)
: ] - 0 0 :
(Espagne) y- Terpinene (2.90%) p-Cymene ( 24.70%) Nieto, 2020

linalool ( 3.50%)

T. munbyanus Carvacrol (65.70 %) y- Terpinéne (13.6%)

‘(rllazalr%]ecre:ﬁ’) p-Cymene (7.90%) Myrcene (2.40%) Benomari et al., 2020
T. numidicus Thymol (22.47 %) Carvacrol (27.38 %) Boughendjioua et
(Algérie, B- pinéne (5.97%) p-Cymene ( 9.41%) Djeddi., 2018
Skikda)
- Thymol (77.50 %) Carvacrol (0.17 %)
T. numlld_lcus B- pinéne (3.16%) p-Cymene ( 10.10%) y- Kouch et al., 2014
(Algerie, Terpinene (6.38%)
Annaba) '
T (%;'ﬂg:us B- Cymene (12.90%) Carvacrol (2.80 %)
Mila) ' Thymol (41.20 %) B- Linalool (10.70%) Zellagui et al., 2014

Chlorocresol (11.20%)
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T. numidicus p- cymene (10.1%), y- Terpinéne (11.7%), B -
(Algérie, Thymol (49.9%), Carvacrol (2.5%), Linalool

Annaba) (10%) Hadef et al., 2007

1.2.2. Polyphénols

Bouymajane et al., 2022 ont étudié le profil phénolique et les activités antioxydantes
et antibactériennes d'extraits hydrométhanoliques prélevés sur les parties aériennes de Thymus
zygis subsp. gracilis (Boiss.) R. Morales, Mentha suaveolens Ehrh et Sideritis incana L.

récoltées dans le Moyen Atlas marocain (Ifrane).

De plus, dautres chercheurs Ait Kaki et al ont mené une étude phytochimique en
2021 qu'ils ont menée sur T. numidicus, qui a été collectée dans la région d'El-Kala, a partir
d'un extrait butanolique analysé par CG et GC-MS ; et les résultats ont été qu'ils ont obtenu 15

composés phénoliques 8 sont des acides phénoliques et 6 sont des flavonoides.

En 2020, Bendif et ses collaborateurs ont réalise une étude de caractérisation
complete des composants volatils et polaires extraits des parties aériennes de Thymus
munbyanus subsp. coloratus, un arbuste utilisé comme ingrédient culinaire et comme
médicament traditionnel en Algérie, un micro-extrait d'espace de téte en phase solide (HS-
SPME) couplé a (GC-MS) a été utilisé pour évaluer les composants volatils, tandis que la
composition phytochimique a été obtenue pour les résidus solides obtenus a partir de
I'extraction avec des solvants de polarité différente par RMN intégrée et (LC-MSn).

Jaouadi et al., 2019 ont mené une étude sur la variabilité des composés phénoliques
évalués chez 12 Tunisiens de Thymus algeriensis Boiss. et Reut., collectés dans quatre régions
bioclimatiques différentes et ont déterminé I'efficacité de leurs extraits méthanoliques a agir
comme antioxydants et antibactériens, ou a inhiber 'activité associée de 1’acétylcholinestérase

pour sa teneur en composés phénoliques.

Cette étude a été réalisée pour évaluer la récupération des métabolites a partir de
différentes méthodes d'extraction appliquées aux parties aériennes de Thymus algeriensis. La
méthode HPLC utilisant un détecteur a barrette de photodiodes avec gradient d'élution a été
développée et validée pour I'estimation simultanée de différents composés phénoliques dans

les extraits et dans leurs fractions purifiées correspondantes Boutaoui et al., 2018.
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En 2014, Benayache et al, ont mené une étude phytochimique sur Thymus numidicus
Poiret région de Constantine a partir d'un extrait hydroéthanolique ; et les résultats ont été
qu'ils ont obtenu 6 composés chimiques, dont 4 ont été décrits pour la premiére fois a partir de
cette espece (Cirsilineol, Circimaritin, Apigenin 7-O B-glucuropyranoside, Luteolin 7-O-f
glucopyranoside). Les tableaux 03 et 04 présentent les résultats de toutes les études

couvertes.

Tableau 03 : Composition chimique de quelques especes de Thymus en termes des

flavonoides.
Espéce Flavonoides Références
T. zygis Apigénine, Cirsimaritine, Naringénine, Bouymajane et
(Maroc) Hispiduline, Lutéoline al., 2022
T numlld_lcus Polydatine, Catéchine, Naringine, Hespéridine / Ait kaki et al.,
(Algerie, Néohespéridine, Apigenine 2021
El-Kala) ’
T. munbyanus Gallocatéchol, Lutéoline-7-o-glucuronide, .
L . o : o Bendif et al.,
(Algérie,Bordj Bou Quercetine -3-0 glucuronide, Eriodicytyol 7-o-
- . 2020
Arreridj) hexoside
Cirsimaritine, Naringénine, Apigénine-o- Jaouadi et al.,
T. algériensis hexuronide, 2019
(Tunisie) Lutéoline-o- hexuronoide
. Epicatéchine, Rutine, Naringinine Boutaoui et al.,
T. algériensis 2018
(Algérie, M’Sila)
T. numidicus Circimaritin, Apigenin, Luteolin, Apigenin 7-O- Benavache et al
(Algérie, B-glucuropranoside, Luteolin 7-O-p- y N
) . 2014
Constantine) glucopyranoside

Tableau 04 : Composition chimique de quelques espéces de Thymus en termes des acides
phénoliques.

Espéce Acides phénoliques Références
T. Zygis Acide Quinique, Acide Caféique, Acide Bouymajane et
(Maroc) Rosmarinique, Acide Féruloylyquinique al., 2022

T NUI’ﬂIIqICUS Acide Fumarique, Acide Gentisique, Acide Ait kaki et al.,
(Algérie, féi . il
El-Kala) Caféique, Acide Vanillique, 2021
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T. Munbyanus

(Algérie,Bordj Bou Acide Quinique, dérivé d’acide Caféique, Acide Bendif et al.,

Arreridj) Rosmarinique, Acide Férulique 2020

T. Algériensis Acide Rosmarinigue, Acide Salvianolique Jaouadi etal.,
- 2019

(Tunisie)

L Acide Syringin, Acide-o-Coumarique, Acide t- .

T. Algériensis L ) . . Boutaoui et al.,
(Algérie, M’Sila) ferulique, Acide 2,3- dimethoxy-benzoique 2018

T VUI,gar'S Acide Caféique, Acide Gallique, Acide

(Algerie, Ascorbique, Acide Férulique Koksal etal.,

Constantine) que, g 2017

1.3. Domaines d’Application
1.3.1. Usage thérapeutique

Le Thym est connu depuis I'Antiquité, les pharaons I'utilisaient pour embaumer les
corps des morts (Salehi et al., 2019). Le Thym est utilisé depuis longtemps en médecine tradi-
tionnelle pour traiter diverses maladies, par exemple pour le traitement des maladies respira-
toires (coqueluche, bronchite, asthme), sous forme de tisane, de pommade, de teinture, de
sirop, ou par inhalation de vapeur. Il est également utilisé pour prévenir I'athérosclérose et
traiter les traitements des maux de dents, les infections des voies urinaires et I'indigestion. Il
expulse les champignons de I'estomac et de l'intestin et il a la capacité d'augmenter I'appétit en
raison de son important composant thymol, qui a la capacité de tuer les bactéries et les para-
sites (Ghasemi Pirbalouti et al., 2015). Il contréle également de nombreux effets précieux,
tels que les antispasmodiques, les antifongiques, les propriétés de retardement du vieillisse-
ment des mammifeéres, les propriétés bactéricides, antiseptiques, antioxydantes et anthelmin-
thiques, et a récemment été recommandé comme alternative comme agent de prévention du
cancer (Abd El Kader et Mohamed, 2012). En particulier, les extraits de nombreuses plantes
et herbes épicées orientales, telles que la Cannelle, le Clou de girofle, I'Ail, la Sauge, I'Origan,
le Thym, le Romarin, la Menthe et la Vanille sont connus pour posséder des propriétés anti-
microbiennes (Mousavi et al., 2011). Il s'applique sur la peau et soulage les piqgQres

d'insectes. Il est utilisé en cas de douleurs sciatiques ou rhumatismales. Il traite également
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I'nerpes, le pied d'athléte, les aphtes, les infections fongiques, la gale et les poux (Iserin,
2001).

1.3.2. Usages culinaires et alimentaires

De nombreuses épices et extraits de plantes sont traditionnellement utilisés pour
conserver les aliments (Mousavi et al., 2011), les Romains utilisaient la plante de Thym
comme arébme pour le fromage et les boissons alcoolisées (Salehi et al., 2019). Avec ses
avantages en saveur, arbme et conservation, il est utilisé comme assaisonnement et condiment
pour les aliments (Undeger et al., 2009). Le Thym est largement cultivé en Europe et aux
Etats-Unis pour une utilisation culinaire dans I'assaisonnement du poisson, de la volaille, des
soupes et des légumes (Ozcan et Chalchat, 2004). Le Thym produit un miel distinctif qui
commence a trouver des marchés de niche en Europe et en Asie (Chikhoune, 2007)

1.3.3. Usages cosmétiques

La plante de Thym est utilisée dans industries de la parfumerie (Al-Bayati., 2007). L'huile
essentielle de Thym contient des éléments antiseptiques et cicatrisantes qui sont utilisés dans
les produits de soins de beauté (kabouche, 2005).

1.3.4. Autres utilisations

Le Thym a un large éventail d'utilisations, y compris la fabrication de savons, de
parfums et de détergents (Chikhoune, 2007). Le Thym était utilisé a des fins spirituelles, les
Grecs l'utilisaient comme encens dans les temples et source de courage (Salehi et al., 2019).
De nombreuses espéces de Stachys, Thymus et Satureja sont utilisées comme plantes de
rocaille (Naghibi et al., 2005).

1.4. Activités biologiques

Les espéces de Thymus sont couramment utilisées comme épice, tisane, insecticide et
aromatisant. Aussi, le genre Thymus a été fréquemment utilisé en phytothérapie traditionnelle
en raison de ses propriétés antiseptiques, carminatives, expectorantes, antispasmodiques et
anti-inflammatoires. Des études récentes ont montré que ce genre possede de fortes activités
antifongiques, antibactériennes et antioxydantes. En raison de ces caractéristiques médicinales
de ce genre, la transplantation de Thymus est pratiquée partout dans le monde (Sunar et al.,
2009). Les huiles essentielles de Thymus ont des propriétés antiseptiques, antitussives et
expectorantes grace a la présence de Thymol et de Carvacrol. Les flavonoides et les acides

phenoliques conferent au Thymus de nombreuses activités biologiques, telles qu'antioxydant
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(par les acides linoléiques), anticoagulants (par le thymol et biphényle), une activité
antitumorale et une faible cytotoxicité (par les glycosides d'acétophénone) (Fecka et Turek,
2007). Des études récentes ont montré que les espéces de Thymus ont de fortes activités
antibactériennes, antifongiques, antivirales, antiparasitaires, spasmolytiques et antioxydantes
(Rahimmalek et al., 2009).

1.4.1. Activité antibactérienne

Le genre Thymus est considéré comme I'un des plantes médicinales efficaces a activité
antimicrobienne, et cela a été prouve par de nombreuses études anterieures menées par de
nombreux chercheurs sur les différents types de ses composants (huiles essentielles,

flavonoides, acides phénoliques, etc.).

Bouymajane et ses collaborateurs (2022) ont réalisé des travaux visant a étudier
pour la premiere fois la structure phénolique, les propriétés antioxydantes et antibactériennes
d'extraits préelevés sur les parties aériennes de Thymus zygis subsp. gracilis, Mentha

suaveolens et Sideritis incana récoltées dans la région d'lIfrane au Maroc.

Alimoradi et al., 2021 ont mené une étude pour évaluer les effets antibactériens de
I'extrait de T. daenensis sur les bactéries d'origine alimentaire Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa. L'extrait éthanolique de T.

daenensis a été préparé a partir des parties aériennes de la plante.

En 2021, Ait kaki et ses collaborateurs ont mené une étude visant a caractériser les
composants chimiques et a évaluer les activités antibactériennes et antioxydantes de I'extrait

au 1-butanol (BuOH) des parties aériennes de T. numidicus.

Une recherche a également été menée sur le Thymus algeriensis Boiss. & Reut pour
estimer son activité antibactérienne, dont I'étude menée par Messaoudi et ses collaborateurs
en 2019 qui vise a montrer I'action inhibitrice de la croissance bactérienne issue des extraits

méthanolique et éthanolique de Thymus algeriensis Boiss. & Reut.

En 2013, Zeghib a mené des recherches sur les activités biologiques du Thymus,
notamment I'étude et I'évaluation de l'activité antibactérienne du T. numidicus, a partir de

plusieurs extraits, dont I'extrait éthanolique et I'extrait aqueux.

Les huiles essentielles (HE) et les extraits de méthanol des parties aériennes de

Thymus vulgaris et Pimpinella anisum ont été évalués pour leurs activités antibactériennes
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simple et combinées contre neuf espéces de bactéries Gram-positives et Gram-négatives par
Al-Bayati en 2007.
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Tableau 05 : Quelques exemples d’études de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et de la zone d’inhibition (Z I) de Thymus.

Extrait Extrait Extrait Extrait
hydrométhanolique|, . . . . Extrait Extrait . .
éthanolique| butanolique | méthanolique . . . . Extrait aqueux Extrait
deT. hydroéthanolique | hydroéthanolique - . .
. deT. deT. de S - de T. numidicus | méthanolique
zygis subsp. q . di lgeriensi de T.algeriensis | de T. numidicus 175 v/ q laari
Bactéries gracilis ainenslls nur/nl IC;JS T.a g?rle?sw (100/0 V/v) (25/75 viv) (25/75 viv) e T. vulgaris
(80/20 VIv) (70/30 viv)| (70/30 viv) (100/0 viv)
CMI Z.l Z. | C(:#]/II CMI Z. | C(:M/I Z | ((:MI Z. | CMI Z. | CMI Zl CMmI Zll
(mg /ml)| (mm) |(mm) /mg (mm) r‘n‘?) (mm) /anl?) (mm) | (mg/ml) | (mm) | (mg/ml) | (mm) | (ug/ml) | (mm)
S. aureus 2.60 11 | 6 9.50 40 19 65 18.5 10 17 10 185 | 156
E. faecalis 5.20 8.75 80 12.5 105 17 10 18 2.5 19
E. coli 10.41 8 - 8.00 | 220 13 270 10 10 17.5 10 18 250
P. aeruginose | 10.41 11 | 10 185 | 16.5 150 14 10 21 10 21 >500
S. typhimurium | 20.83 110 9 130 12 250
K. pneumoniae - - - -
E. cloacae 160 7 - -
Bacillus.cereus 31.2
Proteu_s 31.2
vulgaris
Listeria 260 i )
monocytogenes
e Bouymajane et |Alimoradi| Ait kaki et . . Al-Bayati,
Références al., 2022 etal. 2021 al. 2021 Messaoudi et al., 2019 Zeghib, 2013 2007
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2. Modes d’extraction des métabolites secondaires du Thymus

Le régne végétal est caractérisé par sa richesse en métabolites secondaires qui sont

utilisés pour différents intéréts, a la suite on mention les principales techniques d’extraction

qui ont plusieurs produites et différents principes.

Tableau 06 : Modes d’extraction des métabolites secondaires du Thymus

Les technigues anciennes

Macération
(Srivastava et al., 2021)

Est une ancienne technique qu’elle est peu couteuse a un
appareillage simple pour I’extraction des composés naturels actifs
des plantes, elle consiste sur ’ajoute d’un solvant (eau, alcool) sur

la poudre végétale puis filtré et récupéré le marc pour utiliser par
d’autre processus d’extraction.

Infusion
(Pierre., Lis, 2007)

Est basée sue 1’ajoute de I’eau chaud ou tiéde sur les plantes séches
ou frais pendant 10 minutes.

Décoction
(Pacdome et al., 2018)

Le matériel végétal est versé dans 1’eau a température ambiante et
laissez la mixture chauffée jusqu’a 1’ébullition entre 3-5 minutes pour
les parties fragiles de plante (tige, feuilles,) et plus de 20minutes pour

les écorces et les racines.

Les techniques récentes

Extraction par solvants
organiques
(Boukhatem et al., 2019)

Consiste sur "utilisation des solvants organiques de différentes
solubilités qui se mélangent au matériel végétal sans réagir avec les
molécules d’intérét puis faire des ringages et récupérer les solvants

porteurs des essences aromatiques qui sont ensuite concentrés et

distillés, les extraits finaux sont volatils ou non volatils.

Expression a froid
(Boukhatem et al., 2019)

Est une méthode effectuée sans chauffage mais sous pression
produite grace a une force mécanique, elle est applicable surtout sur
les agrumes pour extraire ses métabolites volatils.

Hydrodistillation
(Bertouche, 2009)

Mise en place par le mélange d’eau avec la matiére végétale dans un
appareillage spécifique et soumis le chauffage jusqu’a 1’ébullition,
les vapeurs sont produites et condensées et les huiles essentielles
sont séparées de la phase aqueuse mais reste le risque de détruire les
molécules actives fragiles sous température élevée et la perdre de
certaines substances solubles dans 1’eau.

L’entrainement a la

vapeur d’eau
(Boukhatem et al., 2019)

Utilisé pour extraire les huiles essentielles a partir le passage
continu de la vapeur d’eau a travers les residus végétaux secs et il
sera saturé par des composés volatils qui auront condenses puis
décantés pour les récupérer.

Extraction assistée par
micro-ondes
(Boukhatem et al., 2019)

Est une nouvelle technique qui basée sur le chauffage par ondes
électromagnétiques qui provoquent une évaporation d’eau
emprisonnée dans la plante seche, il est couples avec des huiles
volatiles puis suivie par une distillation séche.
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1. Définition du lait

Le lait est le produit de la sécrétion des glandes mammaires de mammiféres tels que
les vaches, les chévres et les brebis, et est destiné a l'alimentation des petits de I'animal
nouveau-né (Lapointe-Vignola, 2002). Selon la définition officielle adoptée en 1909 par le
congreés international de la répression des fraudes de Paris « le lait est le produit intégral de la
traite totale et ininterrompue d’une femelle laitiére bien portante, bien nourrie et non
surmenée .il doit étre recueilli proprement et ne pas contenir de colostrum » (Freund, 1997).
Le lait est produit par les cellules sécrétoires des glandes mammaires chez les mammiferes. Il
est destiné a l'alimentation des nourrissons. Riche en protéines et glucides. De nombreux
produits laitiers sont fabriqués a partir de lait. Ses composants sont utilisés comme ingrédient

dans des produits industriels (Vilain, 2010).
2. Elaboration glandulaire du lait

Le pis de la vache comprend quatre glandes individuelles, appelées quartiers. La peau
du pis est couverte de poils fins ; cependant, la tétine est complétement glabre. Les moitiés
droite et gauche de la mamelle se composent chacune d'un quart cranien (avant) et d'un quart
caudal (arriere). Chaque coté de la mamelle est presque complétement indépendant de l'autre
en ce qui concerne l'apport sanguin, l'innervation et I'appareil suspenseur (Frandson et al.,
2009).

La glande mammaire est constituée d'un épithélium tubulo-alvéolaire. Méme si cet
épithélium comprend différents types de cellules accessoires, telles que des adipocytes, des
fibroblastes, des cellules myoépithéliales et des cellules endothéliales, il est principalement
compose de cellules épithéliales organisees en alvéoles. Le lait est synthétisé au sein de ces
cellules épithéliales. Il est ensuite sécrété dans la lumiére alvéolaire et transporté via un réseau
de conduits vers la citerne glandulaire. La capacité d'une glande mammaire a produire du lait
est déterminée par le nombre de cellules sécrétrices et leur niveau d'activité (Boutinaud et al.,
2004). Le mécanisme d’élaboration de lait est sous le contr6le des hormones lactogenes, dont
la plus importante est I'hormone prolactine (Meyer et Denis, 1999).

L’éjection du lait de vache est provoquée par la contraction des cellules
myoépithéliales entourant les alvéoles, qui répondent indirectement aux stimuli liés a la traite
comme le contact des mains et des doigts du trayeur ou des serviettes de toilette sur les

trayons de la vache activent les récepteurs nerveux de la peau des trayons (Harding, 1995).
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W Lobe containing
alveoli

Q’—\ Hypothalamus

\
Center

Figure 02 : L'anatomie et la physiologie de I'éjection du lait (Belmamoun, 2016).

3. Composition du lait de la vache

Le lait, aliment hautement nutritif par sa richesse en glucides, protéines, lipides,
vitamines et sels minéraux (Aggad et al., 2009). Ces proportions sont sous la dépendance de
facteurs d'ordre génétique (race), physiologique (nombre de vélages, époque de lactation,
moment de la traite), zootechnique (mode de traite, fourrage) (FAO, 1995). Le tableau 07

donne la composition moyenne des éléments du lait de vache.
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Tableau 07 : La composition moyenne des éléments du lait de vache selon FAO, 1995.

Constituants majeurs

Protéines Glucides Eau | Lipides Sels minéraux
(349/1) (9/1) (o) | (o) ©a/)
Proteines Oligosaccharid
Caséines du Lactose g e Ca | K |Na| Mg |NaCl
lactosérum 902 37
25.1 5.7 48 0.1 12511505 ] 012 | 1
Constituants mineurs
Oligo-¢éléments (pg/l) Vitamines (mg/l) Energie (Kcal/l)
Fer Aluminium|Cuivre|  Zinc C|Bl12| A D E Calories
200-500 | 600-1000 | 20-40 [3000-6000| 8 |0.0045| 0.37 [0.0008| 1.1 701

4. Caractéristiques organoleptiques

4.1. La couleur : le lait est de couleur blanche, ce qui est di en grande partie aux matieres

grasses, aux pigments de caroténe (la vache transforme le caroténe en vitamine A qui passe

directement dans le lait) Rahmani, 2022.

4.2. L’odeur : l'odeur caractéristique du lait vient du fait que les matieres grasses qu'il

contient fixent les odeurs animales liées a l'environnement de traite, a l'alimentation (les

aliments a base de fourrage favorisent la flore beurrée - alors le lait prend une forte odeur), au

stockage (acidification du lait avec l'acide lactique lui donne une odeur aigre) Rahmani,

2022.

4.3. La saveur : la saveur du lait frais normal est agréable. Le lait de vache a une saveur

douce et agréable propre au lait Rahmani, 2022.

4.5. L’aspect : Le lait de vache est d'aspect homogéne et ne contient pas de grumeaux

Rahmani, 2022.
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5. Caractéristiques biologiques
5.1. Vitamines

Toutes les vitamines connues sont présentes dans le lait de vache (FAO, 1995). Le lait
est une bonne source de nombreuses vitamines hydrosolubles, dont la plupart des vitamines B
(riboflavine, niacine, pantothénate, biotine, thiamine) qui interviennent, entre autres, dans
I'utilisation des glucides, des acides gras et des acides aminés dans le métabolisme
énergétique dans le corps, et cette propriété du lait est particulierement importante pour un

enfant en pleine croissance (Lapointe-Vignola, 2002)
5.2. Enzymes

Une soixantaine d'enzymes sont répertoriées dans le lait mais leurs réles ne sont pas
toujours clairement définis. Certaines sont des enzymes de dégradation (utile ou nuisible)
comme les protéases (hydrolyse de la caséine), les lipases et d’autres sont des facteurs de
rancissement, certaines possédent une activité bactéricide ou bactériostatique. L’enzyme la
plus abondante du lait de vache est lactoperoxydase (agit contre Is bactéries en présence de
H,O, et de thiocyanate). La quantité de certaines enzymes du lait comme la catalase est un

indicateur de son niveau d'hygiéne (FAO, 1995).
6. Caractéristiques physico-chimiques

Le lait possede des propriétés liées a sa nature biologique, a savoir : variabilité,
complexité, hétérogénéité et altérabilité (FAO, 1995) tableau 08.

Tableau 08 : Caractéristiques physico-chimiques de lait de vache (FAO, 1995 et Grosch,
2014).

Constantes Valeurs extrémes

Densité : a 20°C 1.028-1.033
al15°C 1.029-1.039

PH a 20°C 6.6-6.8

Indice de réfraction 1.3410-1.3480

Conductivité spécifique a 25°C (ohm™. Cm™) | 4.0-55x 1073

Potentiel Redox (volt) +0.30

Point d’ébullition (°C) 100.15-100.17

Point de congélation (°C) -0.520 a -0.550

Acidité de titration (°Dornic) 15-17
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7. Facteurs de variation de la qualité et la quantité du lait cru

La composition du lait varie en fonction de différents facteurs liés aux animaux
(facteurs internes) et de facteurs liés a I'environnement et a la gestion de I'élevage (facteurs

externes) (Lapointe-Vignola, 2002).
7.1. Facteurs intrinséques
7.1.1. Facteurs génétiques

Sont les facteurs ethniques associés aux effets de la sélection. Le lait des vaches
frisonnes est moins riche en matiéres grasses et en protéines que le lait des vaches anglo-
normandes (FOA, 1995). Le lait des vaches Montbéliardes et Tarentaises contient plus de
caseine et de calcium que la race Holstein, ainsi que le temps de formation du caillé, les écarts
variants entre 10 et 40 % selon les caractéristiques et les races (Macheboeuf et al., 1993). La
race a un effet profond sur le rendement laitier mais un peu moins sur la composition du lait.

Les races plus lourdes ont tendance a produire plus de lait (Harding, 1995).
7.1.2. Stade de lactation

Avant le vélage (les 6 a 9 jours suivants), la mamelle produit du colostrum, riche en
protéines et en minéraux mais pauvre en lactose. Apres cette période colostale, la quantité de
lait augmente progressivement (pendant 1 mois) et se stabilise pendant 2 & 3 mois puis
diminue jusqu'a se tarir au bout de 6 mois (FOA, 1995., Frandson et al., 2010). L'age de
lactation, ainsi que le stade de lactation, influencent également la qualité du lait. Il a été
démontré qu'avec chaque lactation successive, la teneur en matiéres grasses diminue d'environ
0,05 % et la teneur en Solides non gras diminue d'environ 0,1 %. Ceci est dd en partie a une
incidence accrue des mammites. En général, la production de lait augmente 30 % de la
premiéere a la cinquieme lactation, mais le pourcentage d'augmentation diminue

progressivement avec I'age (Harding, 1995).
7.1.3. Age et nombre de vélage

Veisseyre a montré en 1979 que la quantité de lait augmente généralement du premier
vélage a la cinquieme, puis décroit significativement et rapidement a partir de la septieme. Les
vaches vieillissantes provoquent un épuisement de leur lait, la richesse du lait en matiére
seche a donc tendance a diminuer. Ces différences de composition sont attribuées a la
détérioration de la santé du pis ; Selon I'dge, le nombre de mammites augmente et le

pourcentage de protéines solubles, notamment celles du sang, augmente (Benhedane, 2012).
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7.1.4. Etat sanitaire

La mammite est I'une des maladies les plus importantes des vaches laitieres, par son
colt, sa fréequence et la plus pénalisante pour les élevages laitiers. Il en résulte souvent une
forme floue et asymptomatique ou une modification visible du lait. Biologiquement, elle ne se
manifeste que par une augmentation du taux de leucocytes et de cellules épithéliales détectées
par différents tests de comptage cellulaire. Ces tests permettent d'évaluer la santé du pis et la
qualité du lait destiné a la consommation. Cette pathologie affecte la qualité du lait et le bien-

étre animal (Boufaida Asnoune et al., 2012).
7.2. Facteurs extrinseques
7.2.1. Effet saisonnier et climatique

Selon Agabriel et al., 1997, le nombre de cellules laitieres en hiver est inférieur a
celui en été, et donc la quantité de lait en hiver est inférieure a celle en été, et les niveaux de
butyreux et de protéines sont les plus bas en hiver et les plus élevés en automne. A la fin de la
saison cyclonique et pendant la saison froide (avril a septembre) le lait est plus riche en
matiéres grasses et en protéines. La saison des pluies (février a mai) est caractérisée par un
nombre élevé de cellules du lait et de spores butyriques ainsi qu'un faible rapport
caséine/protéine et un faible taux de lactose. La concentration de spores butyrique son
maximum en mai et juin (Bony et al., 2005).

7.2.2. Alimentation

L'alimentation et le climat sont des facteurs interdépendants. En effet, le climat
modifie le couvert végétal et donc la nutrition des animaux. La quantité et la qualité des
aliments affectent directement la production et la composition du lait (Meyer et Denis, 1999).

8. Méthodes de conservation de lait
8.1. Microfiltration

La microfiltration appliquée au lait écrémé élimine la quasi-totalité des micro-
organismes, sans perturber les enzymes internes du lait tout en préservant ses propriétés

nutritionnelles et sensorielles intrinseques (Jeantet et al., 2008).
8.2. Pasteurisation

La pasteurisation vise a éliminer toutes les formes végétatives de microorganismes

pathogenes du lait, il existe 3 types de traitement.
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Pasteurisation basse (62-65°C/ 30 min) : elle n’est réalisable qu’en batch et est abandonnée

en laiterie.

Pasteurisation haute (71-72°C/ 15-40s) : elle est réservée aux laits de bonne qualité
hygiénique. Au plan organoleptique et nutritionnel, la pasteurisation haute n’a que peu
d’effets au niveau biochimique, la phosphatase alcaline est détruite, par contre la peroxydase

reste active et les taux de dénaturation des protéines sériques et des vitamines sont faibles.

Flash Pasteurisation (85-90°C/ 1-2s) : elle est pratiquée sur les laits crus de qualité

moyenne ; la phosphatase et la peroxydase sont détruites (Jeantet et al.,2008).
8.3. Stérilisation

Stérilisation visant a éliminer tous les micro-organismes, qu'ils soient végétatifs ou
sporulés. C'est un lait de moins bonne qualité nutritionnelle et organoleptique que le lait

pasteurisé.

Stérilisation conventuelle: le lait est pré-stérilisé (130-140°C [/ 3-4s) (apres
homogénéisation dans le cas des laits contenant de la matiere grasse). Puis il est refroidi a 70-
80°C et mis en bouteille avant de subir une deuxieme stérilisation en autoclave (115°C / 15-
20 min). Suivie d’un refroidissement rapide ces lait présentent des défauts de couleur et de

gout et sur le plan nutritionnel, on observe des pertes en vitamines B, Bz, Be.

Stérilisation ultra haute température UHT : le lait est traite a (135-150°C / 1-6s). Ce
traitement permet de mieux préserver les qualités nutritionnelles et organoleptiques

originelles du lait (Jeantet et al., 2008).
8.4. Réfrigération

La conservation du lait cru par réfrigération est maintenant largement répandue. Le lait

est souvent stocké pendant 48 heures ou plus a 4-6°C (Mottar, 1984).
8.5. Conservation par les produits naturels

La progression de I’industrie alimentaire se tourne vers la nourriture verte « green
Food » par le changement des conservateurs chimiques par celles naturels qui se trouve dans
les produits naturels des plants ou des microorganismes qu’ils sont plus sains, sures, plus
sécurisées et efficaces pour allonger la durée de vie d’un aliment « prolongement de shelf-
life » que les unes synthétiques et chimiques (Moreno et al., 2017). Ces produits naturels sont
des métabolites secondaires prébiotiques organiques qui est fabriques par les organismes

vivants avec une grandes diversités de structures et leurs activités biologiques qui impliquent
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dans la sélection naturelle et 1’évolution des espéces, en plus de 1’'usage humaine dans la
médecine traditionnelle ou nouvelle aussi I’intervention dans la recherche scientifique pour la
synthése et I’amélioration des produits pharmaceutiques (Nakanishi et al., 1998). par ailleurs,
ces produits naturels ont un réle indispensables dans la conservation alimentaires.(Moreno et
al., 2017) et cosmétiques des préparations faits-maison ou industrielles (Beutigloo Paris,
2021).1ls s’appellent les additifs alimentaires qui sont des herbes antibactériennes et
antioxydants qui empéchent les proliférations microbiennes et réduit les radicaux libres tels
I’extrait des graines de figuier de barbarie(Opuntia albicarpa et Opuntia ficus indica) et les
extraits de Thymus shirazi, Cannelle et de Romarin (Moreno et al ., 2017). En raison de ces
découvertes, les produits chimiques seront plus en plus remplacés par des substances
naturelles qui entrainera une révolution qualitative dans les méthodes des conservations
alimentaires de maniére sure et satisfaite pour I’environnement et pour la santé humaine

(Moreno et al., 2017).

En 2016, Boubendir et al ont mené une étude intitulée changements des populations
bactériennes dans le lait cru réfrigéré collecté dans une région semi-aride d'Algeérie. Des
échantillons de 3 vaches ont été analyses immédiatement apres leur (temps 0) et a différents
temps (2, 5, 7, 12, 16, 21 jours) sur 21 jours de stockage réfrigéré pour évaluer leur qualité et
leur sécurité microbiologique ainsi que la présence de pathogénes bactériens sélectionnés. Ils
observent une croissance bactérienne limitée et lente a été observée pendant 21 jours de
stockage réfrigéré. De plus, le consortium microbien était caractérisé par la présence d'un
nombre limité d'especes par rapport aux données de la littérature qui se référent généralement
a des échantillons de lait provenant de zones tempérées. Ils interpretent ces résultats La durée
de conservation prolongée par rapport au stockage réfrigéré est censee étre due a la présence
possible de métabolites végétaux a activité antimicrobienne poussant dans les paturages
arides. Bien que préliminaires, les résultats de cette étude indiquent que les herbes arides dans
les aliments pour animaux peuvent étre exploitées en raison de leur bio-activité pour produire
du lait avec des caractéristiques de sécurité améliorées et une durée de conservation

amélioree.
9. Microbiologie du lait cru

Le lait collecté apres la traite contient toujours des micro-organismes, le nombre et les

especes auxquelles ils appartiennent varient considérablement (FOA, 1985).

9. 1. Micro-organismes du lait
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9.1.1. Bactéries

Prédominent parmi les micro-organismes présents dans le lait. Les cellules
bactériennes sont de petite taille (généralement pas plus de quelques parties de millimetre,
c'est-a-dire quelques micrometres ou micrometres). Les formes les plus courantes sont des
cellules sphériques (coques) ou des batonnets (bacilles), plus ou moins réguliéres ou incurvé
(Callon et al., 2011). En raison de la grande diversité des bactéries présentes dans le lait et en
se basant sur un certain nombre de propriétés importantes qu'elles ont en commun, on les

divise en deux catégories : bactéries saprophytes et les bactéries pathogéne (FAO, 1995).
9.1.2. Levures

Ce sont des champignons dans lesquels I'état unicellulaire prédomine. La forme la plus
courante est de forme ovale ou sphérique, dont la taille varie de 2 a 3 um, jusqu'a 20 a 50 um
de longueur et 1 a 10 um de largeur (Callon et al., 2011). Bien gu'il soit souvent présent dans
le lait, il est rarement impliqué dans les réactions qui se produisent dans le lait et seuls
quelgues-uns sont capables de fermenter le lactose. Certaines sont utilisées dans la production

de laits fermentés et en fromagerie... et certaines d'autres peuvent étre néfastes (FAO, 1995).
9.1.3. Moisissures

Sans importance dans le lait liquide, elles intéressent un grand nombre d'autres
produits laitiers. Il produit des lipases et des protéases. Utilise du pénicillium pour recouvrir la
crodte du fromage a pate molle. Les mémes moisissures peuvent également étre indésirables
en cas de développement excessif (FAO, 1995). Les moisissures sont des champignons
filamenteux pluricellulaires, La taille des spores varie de 4 a 10 um de large et jusqu’a 500
um de long (st pluricellulaires). Les filaments, de 2 a 5 um de large, sont de longueur trés

variable (Callon et al., 2011).
9.1.4. Autres microorganismes

Si les laits peuvent renfermer divers virus (ex : entérovirus) ou protozoaires (ex :
Toxoplasma gondii, agent de la toxoplasmose) potenticllement pathogénes pour 1’homme,
Parmi les virus, certains appelés bactériophages (phages) sont des parasites obligatoires des
bactéries. Ils peuvent étre ainsi présents sur le matériel et de fagon quasi systématique dans les
lactosérums. Il s’agit de structures de tres petite taille (quelques dixiémes de micromeétres) et

nécessitant des techniques particuliéres pour leur mise en évidence (Callon et al., 2011).
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9.2. Principaux facteurs qui affectent le développement des germes dans le lait

La croissance des micro-organismes peut étre affectée par divers facteurs dans le
milieu ou l'environnement, tels que le pH, la température, la quantité d'eau libre, la
concentration en nutriments et la présence de substances antimicrobiennes. Des interactions

entre les micro-organismes se produiront également (Callon et al., 2011).
9.3. Qualité bactériologique du lait cru
9.3.1. Flore originelle du lait

Normalement, le pis d'un animal sain est habité par des bactéries appartenant au genre
Staphylococcus, Staphylococcus et Micrococcus, qui représentent plus de 50% de la flore
totale du lait cru, suivies de Corynebacterium, Escherichia coli et autres. Nombre de microbes
dans le lait tiré aseptiquement <1000 UFC/ ml, mais en pratique, il varie généralement de
<1000 UFC/ ml & 2000 UFC/ ml (Ozer et Akdemir-Evrendilek, 2014).

Bactéries lactiques

Les bactéries lactiques est défini comme un groupe de plusieurs genres caractérisés par
leur capacité a fermenter les glucides pour produire de I'acide lactique. Ce sont généralement
des coques ou des bacilles a Gram positif, persistants et non sporulés. On distingue
principalement : les Lactococcus, les Leuconostocs, les Pédiocoques, les Streptocoques
thermophiles, les Lactobacilles mésophiles et thermophiles et les Enterococcus (Axelsson,
2004).

9.3.2. Flore contaminants du lait

Apreés la sécrétion, la charge microbienne initiale du lait cru change en raison de
micro-organismes provenant de différentes sources ; Environnement, mamelle infecté,
matériel laitier...etc. les microorganismes contaminants, qui appartiennent a des genres
différents, se répartissent comme suit : Lactobacillus, Corynebacterium, Microbactérium,
Pseudomonas, Escherichia, Alcaligenes, Acinetobacter, Bacillus, Clostridium, levures et
moisissures a des teneurs < 10%. Lactococcus et Staphylococcus a des taux variant de 30 a 99
%. La microflore contaminante du lait cru est classée en deux catégories : les altérations et les
micro-organismes pathogénes pouvant provoquer des maladies animales laitieres ou humaines
(Ozer et Akdemir-Evrendilek, 2014). Staphylococcus aureus produit des entérotoxines dont
I'ingestion entraine des vomissements, souvent accompagnes de diarrhée. Salmonella peut

provoquer les mémes symptémes caractéristiques d'une intoxication alimentaire, ainsi que E.
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coli. Listeria monocytogenes peut provoquer une listériose qui touche préférentiellement les
femmes enceintes (fausse couche), les nouveau-nés et les adultes immunodéprimés
(septicemie, meningite). En plus de ces quatre bactéries pathogenes traditionnellement
nécessaires au contréle qualité, le lait contient probablement d'autres micro-organismes
pathogenes tels que Campylobacter jejuni, Yersinia colis, Bacillus cereus ou Aspergillus

(producteurs de mycotoxines) (Beuvier et Feutry, 2005).
9.3.3. Flore d’altération

La production de lait et leur stockage prennent toujours des limites d’hygiéne et de
qualité de lui strictement par plusieurs standards d’alimentation mondiale car ils sont liés
directement avec la sécurité et 1’état sanitaire pour ses consommateurs (Vithanage et al.,

2017).
Bactéries psychotrophes

La qualité, la sécurité du lait cru et la limitation de la durée de conservation de lait et
leurs produits laitiéres sont dépendants avec sa charge microbienne qu’ils ont des bactéries
mésophiles comprend ou premier temps apres le traite 10% des psychrotrophes qui ont un
intérét alimentaire qu’ils seront la flore dominante par 75% et crées une sélection aux les
basses températures qui donnés cet avantage a ce flore donc ils sont un groupe bactérienne
entre les psychrophiles et les mésophiles, Selon le critere de la thermo sensibilité on classer
les bactéries on des thermophiles, mésophiles et psychrophiles qui ont un croissance maximal
dans des intervalles du température optimale entre: [40°-55°], [20°-40°] et [5°-20°]
respectivement(Bornert, 2000., Vithanage et al., 2017., Machado et al., 2017., Yabrir et
al., 2018). Le tableau 09 présente la classification des microorganismes selon leur

température optimale de croissance.

Tableau 09 : Classification des microorganismes selon leur température optimale de

croissance (Bornert, 2000).

Thermophiles Meésophiles Psychrophiles

Valeurs entre +40°C et +55°C

lesquelles se situe
la température
optimale de +20°C et +40°C
croissance du
micro-organisme
considéré

+5°C et +20°C
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Les bactéries psychrotrophes de lait ont plusieurs germes a la fois des Gram négatif
« Pseudomonas, Acinetobacter, Hafnia, Achromobacter,Rahnella, Alcaligene, Aeromonas,
Serratia, Enterobacter, Chryseobacterium, Chromobacterium, Flavobacterium »et des Gram
positif  « Bacillus, Clostridium, Corynebacterium, Microbacteruim, Streptococcus,

Micrococcus, Lactobacillus, Staphylococcus, Enterococcus » (Vithanage et al ., 2017).

Les bactéries mésophiles psychrotrophique responsables a la détérioration de lait cru
gréce a la présence des pseudomonase fluorescence et les Bacillus cereus qui rendu la flore
psychrotrophile adaptative avec la variation thermique quand le pseudomonase vive a 4°C et
la Bacillus vive a température superieur a 8°C, si pour cela les standards de sécurité
allimentaire consédirés que le lait de bien qualité est celle qui contient les pseudomonase
fluorescence inférieur a 10" UFC/mL et les Bacillus cereus inférieur a 10° UFC/mL. Pour
empécher ou bien éliminer les germes alternatifs et pathogenes on traite le lait thermigquement
soit par la baisse ou 1’élevage de température car ils peuvent développer notablement dans la
premiere et résister la deuxiéme méme que la pasteurisation ou le traitement UHT par la
sécrétion des toxines et/ou des enzymes thermorésistants extracellulaires tels que: les
protéases, les lipases et les phospholipases qui donnés les activités protéolytiques et
lipolytiques responsables a cette détérioration.( Bornert, 2000., Vithanage et al., 2016 .,
Vithanage et al., 2017., Machado et al., 2017., Bouchair et al., 2021). Les bactéries
protéolytiques (PrB) sont un type de bactéries qui peuvent produire des enzymes protéases,
qui sont des enzymes qui peut décomposer les liaisons peptidiques dans les molécules de
protéines. De nombreuses bactéries protéolytiques ont été trouvé dans le sol, I'eau, la boue et
certaines souches de I'environnement. Cela rend les bactéries protéolytiques développe plus
que d'autres des bactéries enzymatiques en raison de son abondance dans la nature et
I'environnement en plus Les bactéries psychrotrophes isolées a partir de lait cru réfrigéré
présentaient une faible activité protéolytique « psychrotrophic proteolytic bacteria » de la
plupart des souches gram négatives, Cependant, les micro-organismes psychrotrophes
thermoduriques (TDP) survivent au traitement thermique, se propagent et produisent des
enzymes, accélérant ainsi la détérioration. Les micro-organismes thermoduriques
comprennent non seulement des bactéries, mais également des champignons capables de se
développer a des températures de refroidissement et de produire des protéases (Maria et al.,
2010., Ribeiro Junior et al., 2017., Hamdani et al., 2019). Vithanage et ses collaborateurs

(2017) ont montrés que les meilleurs indicateurs de la qualité et la sécurité de lait cru pour
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évaluer les besoins technologiques spécifiques a la ferme sont les données PPrBC « the
psychrotrophic proteolytic bacteria count» (PPrBC: a >4 °C) et TDPC « thermoduric
psychrotrophic count »(TDPC: a >8 °C). Ainsi le nombre agrée des PPrBC et TDPC doivent
étre inférieurs & 5.10* UFC/mL et 1.10* UFC/mL respectivement pour assurer 1’extension de

durée de vie de lait et respecter les conditions sécurisées de la vie humains (Figure 03).
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Figure 03 : Effet de différentes conditions de stockage sur le nombre psychrotrophes
protéolytiques (PPrBC) et le nombre psychrotrophes thermoduriques (TDPC) des échantillons
delaitcrua,betc;a2°C,4°C,6°C,8°C,10°Cet 12 °C. Les résultats ont été présentés
sous forme de moyenne £ SE, (n =9).
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10. Dynamique de croissance microbienne

Lorsqu'elles sont placées dans du milieu frais (contenant toutes les conditions de
croissance), les bactéries doivent dabord faire certaines formulations et éventuellement
modifier le milieu ; Cela se traduit par une latence de croissance une fois la multiplication
effectuée a un rythme constant (la multiplication est exponentielle ou proche de celle-ci). En
raison d'un manque de nutriments, la croissance ralentit puis s'arréte (Flandrois, 1997).

10.1. Division bactérienne

C'est le mécanisme impliqué dans la reproduction asexuée des bactéries. Ils sont les
plus courants dans le processus de fission binaire lorsqu'une cellule se divise en deux cellules
filles identiques. En outre, il peut inclure plusieurs bourgeons de fission et la production de
spores. Initialement la cellule bactérienne s‘allonge en allongeant ces membranes et la paroi
cellulaire en plus d'augmenter la taille de la cellule, la cellule copie I'ADN en deux copies de
son chromosome avec la formation du septum qui apparait comme un anneau au milieu de la
cellule allongée Enfin, la cellule est coupée en deux cellules filles de taille et de matériel
génétique egaux. Ce cycle cellulaire dure environ 20 minutes pour une culture bactérienne
active d'E. coli (Bruslind, 2022).

10.2. Croissance microbienne

Il s'agit d'une multiplication rapide d'une souche bactérienne dans des conditions
favorables pour celle-ci. Ces nutriments ont la bonne température et le bon pH. La croissance
des microbes peut étre bonne pour I'hnomme (production de levure, de vinaigre et de produits
laitiers fermentés). 1l peut contrler ou prédire I'évolution bactérienne en ajustant les

conditions de cette évolution (Bruslind, 2022).
10.3. Courbe de croissance bactérienne

Depuis la premiere description par Buchanan, 1918, il est d'usage de distinguer
plusieurs étapes dans la croissance des cultures bactériennes. Ces étapes sont caractérisées par
certaines valeurs ou variations dans le taux de croissance d'une culture. Par certaines valeurs
ou variations de la vitesse de multiplication de la culture. On reconnait classiquement les sept

phases successives suivantes (figure 04) :
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Figure 04 : Courbe de croissance généraliseée d'une culture bactérienne
(Buchanan, 1918).

1.Phase de latence : Il se caractérise par un taux de croissance nul. Cette étape correspond a
la période d'adaptation de la bactérie a son nouveau milieu de croissance. La durée de cette
période dépend de la nature du milieu héte, de I'état physiologique des cellules inoculées et

éventuellement de la taille de I'inoculum.

2. La phase de taux de croissance croissant qui passe plus ou moins rapidement de zéro a sa

valeur maximale.

3. phase exponentielle : La phase de croissance a pleine vitesse constante ou la phase de
croissance exponentielle. Elle est présentée sous forme de fraction linéaire lorsque I'évolution
du logarithme de la concentration bactérienne ou de la biomasse est représentée en fonction
du temps. Pour une bactérie donnée, la valeur de ce taux de croissance maximal dépend des

caractéristiques du milieu de culture.
4. La phase de taux de croissance décroissant, qui devient progressivement nul.

5. Phase stationnaire maximale ou plus simplement phase stationnaire qui correspond au
retard de croissance, aprés quoi la culture atteint sa densité maximale. Le ralentissement puis
I'arrét de la croissance est di a I'épuisement d'un nutriment ou a une autre modification des

propriétés du milieu de culture le rendant impropre a la croissance des microorganismes.
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6. la phase de début de décroissance Ainsi, la cinétique de croissance des cultures
bactériennes consiste principalement en une phase de latence suivie d'une phase
exponentielle puis d'une phase stationnaire. Les microbiologistes utilisent classiquement les
parametres suivants pour caractériser ces différentes phases : densité cellulaire initiale (Xo),
temps de latence (lag), taux de réussite maximal (umax) ou temps de génération (Tg) et

densité maximale atteinte (X max) Figure 05.

stationnaire
'II'I:IHL ___________________________
exponentielle
latence

In x; - _

1Irl

-
fﬂg lemps

Figure 05 : les phases principales des croissances bactériennes et les parameétres qui les
caractérisent (Augustin, 2005).

10.4. Parameétres de croissance bactérienne

1. Temps de génération (G) : Le temps de génération est le laps de temps entre deux
divisions successives ou celui nécessaire pour multiplier le nombre de bactéries. Dans une
communauté bactérienne, toutes les cellules ne se développent pas au méme rythme. Le temps

de génération varie selon les especes considérées et les conditions de culture (FOA, 1985).

2. Taux de croissance (umax) : Le taux de croissance est le nombre de divisions par
unité de temps, c'est-a-dire l'inverse du temps de génération (FOA, 1985). Est la pente

correspondant a la phase exponentielle (Augustin, 2005).

3. Temps de latence (lag) : C'est le temps nécessaire aux bactéries pour synthétiser les
enzymes adaptées au nouveau substrat (UMVF, 2014). Qui est l'intersection de la ligne
correspondant a la phase exponentielle avec la ligne horizontale passant par la concentration
initial (xo) (Augustin, 2005).
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4. La densité cellulaire (X) : est représentée la biomasse de la culture bactérienne ; elle
s’appelle aussi la concentration microbienne initiale (Xo) au début de la phase exponentielle et

maximale (X max) & la fin de cette phase (Augustin, 2005).
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L'objectif de ce travail est la prolongation de la durée de vie (shelf-life) du lait
réfrigéré par allongement de la phase de latence (courbe de croissance bactérienne) en le
supplémentant par 1’extrait hydroéthanolique de Thym a différentes concentrations et la
diminution de la charge microbienne finale du lait. Les bactéries présentes dans le lait sont
ensuite comptées sur plusieurs jours, avec une croissance bactérienne observée dans le lait

avec 1’addition d’extrait par rapport au lait témoin (sans addition).
Dans cette étude, différentes étapes ont €té mises en ceuvre pour atteindre les objectifs :

e Lacollecte du lait cru et de matiere végétale de la région de Mila.
e LaPréparation de I’extrait hydroéthanolique du Thym.

e L’addition d’extrait au lait cru a différentes concentrations.

e Suivie de la cinétique de croissance microbienne.

e Calcul des parametres cinétiques de croissance.

Ce travail a débuté en 26 janvier 2022. L'expérimentation a été menée au niveau du
laboratoire de la Faculté des sciences de la nature et de la vie du Centre universitaire
Abdelhafid Boussouf a Mila.

1. Matériel végétal
1.1. Thymus numidicus Poiret

La cueillette de cette espéce a été effectuée durant le mois de mai 2020 (début de la
floraison) de la méme année, dans la région de Grarem Gouga Wilaya de Mila Nord Est de
'Algérie (36°30'14,51" N Lat., 6°24'45,41" E Long. et 315 m d’altitude), zone subhumide.

Les parties aériennes ont été utilisées ensemble (figure 06).
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Figure 06 : Représentation photographique de I’espece T. numidicus

1.2. Préparation de mateériel végétal
1.2.1. Séchage

La partie aérienne du Thym est dépoussiérée et séchée a I'ombre sur du papier propre a
I'air libre, non exposée a I'numidité, sans recourir a un traitement thermique pour réduire la
perte de composants actifs. lls sont ensuite stockés dans des sacs en papier propres jusqu'a

leur utilisation.

o

\ /

\
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B

Figure 07 : La partie arienne de Thymus numidicus Poiret.
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1.2.2. Broyage

A l'aide d'un Moulin & Café Electrique, la partie aérienne du Thym sec est broyée
jusqu'a l'obtention d'une poudre fine, qui est conditionnée dans un bocal en verre propre et

SecC.

Figure 08 : Poudre de Thymus numidicus.

1.2.3. Préparation de I’extrait hydroéthanolique de Thymus

Dans ce travail nous avons tenté d’extraire les composés phénoliques totaux. C’est une
extraction solide-liquide le principe consiste a dissoudre le principe actif a I’intérieur du
solide et I'entrainer a I'extérieur en utilisant un solvant (Macheix et al., 2005). On a utilisé

I’éthanol comme solvant.

o 100 g de poudre végétale de T. numidicus a été extrait avec 500 ml d'un mélange
eau/éthanol (50 :50) pendant 72 heures.

o L’extrait obtenu a été filtré 02 fois en utilisant le papier filtre standard.

o Le filtrat est concentré sous pression réduite a 1’aide d’un rotavapor (63°C /1h), afin
d’éliminer tout trace de 1’éthanol, le concentré est mis a I’étuve a 40 °C dans des
boites de Pétri jusqu’a évaporation totale (15 jours).

o L'extrait sec a été gratté avec une spatule suivie d'un Iéger broyage manuel avec un
mortier pour obtenir une poudre tres fine.

o L'extrait obtenu est pesé et stocké dans un petit bocal en verre bien ombragé et fermé
hermétiquement jusqu'a son utilisation.
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> Le rendement obtenu a partir de 100 g de poudre pulvérisée dans 500 ml d'éthanol a
50% est calculer selon la loi : Rd= M’/M.100

Rd : Rendement exprime en %

M’: Masse en grammes de 1’extrait sec résultats en gramme (g).

M : Masse de la matiere végétale a traiter en gramme (g).

> Les étapes de préparation de I’extrait hydroéthanolique sont les suivantes :

1-Poudre de T. % Wiaceratic < Additicn 3-Filtration de 4-Evaporation

mnmidicas{100g) de 500m! de mélange l'extrait sur papier (63°C/1h)
éthanol/eau (50 :50) filtre (x2)

re

5- Partage du filtrat 6- Evaporation totale 7- Broyage manuelle 8- Produit final

sur des boites de dans I'étuve et gratté le de l'extrait
pétris produit

Figure 09 : Protocole de préparation de 1’extrait hydroéthanolique de T. numidicus.

1.2.4. Préparation de solution mére de I’extrait hydroéthanolique

Peser 1.5g de la poudre de I’extrait hydroéthanolique de T. numidicus sec sur la
balance de précision et ajouter 15 mL de I’eau distillé stérile dans un erlenmeyer stérile, puis

utiliser la plaque agitatrice pour homogénéiser le mélange (fermer I’erlenmeyer par le papier

aluminium).
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Figure 10 : solution mére de I’extrait hydroéthanolique de T. numidicus.

Selon 1’étude bibliographique (Chapitre I) des concentrations inhibitrices minimales
(CMI), on prend la concentration 10mg/ml comme concentration de solution mere qui corres-
ponde la proportion 100%, on calcule les volumes de I’extrait ajoutés au lait comme suivant :
CixVi=C2xV.,
10mg/ml x 100ml = 1.5g/15ml x V
V 2 =10 x100x 15/ 1500

V.=10ml— , 100%

Pour le Vi qui corresponda:  Vi=5ml ——» 50%

Les valeurs de I’extrait hydroéthanolique (EEt) de T. numidicus ont été ajouté au lait sont
résumé dans le tableau 10.

Tableau 10 : Concentrations, pourcentages et volumes ajoutés au lait.

La con,centratlon Le volume de SM Le volume de lait Pourcentage
dEET (mL) (mL) (%)
(mg /mL)
Ci=5 5 95 50
C.=10 10 90 100
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2. Echantillonnage du lait
2.1. Site de prélévement

Les échantillons de lait cru ont été prélevés dans une ferme située dans la localité
d'Ain Boudoua a Bouhatem dans la région de Mila Nord Est de 1'Algérie (36°17'16” N Lat.,
6°05'07" E Long. et 911 m d’altitude), au climat modérément froid.

Figure 11 : Site de prélevement

e Description du site d’élevage

Aération 6 fenétres et 2 portes
Eclairage Présent

Revétement Présent (chaux)

Etat de propreté Tres propre

e Les Vaches laitiéres

Race

Bovine laitiére

Nombre totale

10

Origine Francaise Pie rouge
Type Des vaches productrices de lait
La Vache d’étude

Age 03 ans

Etat de santé Saine
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Origine

Pie rouge

Fréquence de traire

2 fois par jour matin et soir

Quantité de lait

14 litres par jour

Alimentation

Interne :
Le son
L’orge
L’avoine
Le foin
Externe :
Hibiscus
Herbes

2.2. Prélevement

Les prélevements ont été collectés dans un flacon stérile de 1L d’une fagon

aseptique au moment de I'échantillonnage ; les extrémités des trayons ont été nettoyées,

les 3 premiers jets ont été éliminés et les échantillons de lait cru ont été prélevés des

quatre mamelles dans un flacon puis acheminés immédiatement dans une glaciére vers le

laboratoire de la Faculté des sciences, centre universitaire-Mila. Deés leur arrivée au

laboratoire les échantillons ont fait 1’objet d’une série d’analyses microbiologique et

physico-chimiques (figure 12).

Figure 12 : Prélévement du lait cru (Le : 29.03.2022).
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3. Evaluation de I'activité antibactérienne
3.1. Préparation du milieu de culture
Gélose nutritive

Un milieu de culture dans la masse riche en éléments nutritive utilisé pour les micro-
organismes peu exigeants, il est impliqué dans plusieurs méthodes d’analyses (comme les

laitages).

1-Dapres la fiche technique de la boite de gélose, la concentration pondérale est de 23 g/L.

Peser 23g de la poudre.
2-Dissoudre la poudre dans un litre d'eau distillée sur une plaque chauffante agitatrice.

3-Verser le milieu dans des flacons en verre et le stériliser immédiatement en autoclave
pendant 10 min a 121 °C (figure 13).

Figure 13 : Préparation de milieu de culture gélose nutritive

Gélose MRS

Acronyme de microbiologie pour Man Rogosa et Sharpe Agar, un intermédiaire pour

la culture et I'isolement des bactéries lactiques.

1-la préparation de ce milieu est par dissoudre une masse de 68.3g de poudre de MRS dans un

litre de I’eau distillée et en chauffant le mélange sous agitation.

2- Repartir le milieu dans des flacons puis les stériliser en autoclave (figurel4).
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Figure 14 : Préparation du gélose MRS

Gélose Chapman

Gélose mannitol-sel, milieu sélectif pour la culture en surface et l'isolement de

Staphylococcus aureus.

- Pour préparer, on prend 111 grammes de poudre, on dissout dans 1 litre d'eau distillée puis

on stérilise les flacons du milieu dans un autoclave.
Gélose Heckteon

Milieu différentiel moyennement sélectif pour I'isolement et la culture en surface de

souches bactériennes d'Entérobactéries (Salmonella, Shigella...).

-76,67 g de poudre d'agar sont mis en suspension dans 1litre de 1’eau distillée et la solution est
portée a ébullition jusqu'a dissolution des composants puis versée dans des flacons pour

stérilisation en autoclave.
3.2. Eau physiologique

-Pour préparer I'eau physiologique, dissoudre 9 g de NaCl dans 1 litre d'eau distillée stérile.

Puis dans un autoclave stériliser I'eau physiologique.

42



Partie Expérimentale Chapitre Il : Matériel et Méthodes

Figure 15 : Préparation de 1’eau physiologique.

4. Suivie de la cinétique de croissance bactéienne

Jo 5 I 1, J

FTAM FTAM T AM FTAM
FTAM
BL BL BL
BS BS BS

FTAM : Flore Totale Aérobie Mésophile
BL : Bactérie Lactique
BS : Bactérie Spécifique

Le 29 mars 2022 est le premier jour des travaux expérimentaux de traitement de lait
cru, le but de I'expérience est de suivre la croissance bactérienne de flore totale de lait
supplémentées en E Et de T. numidicus et de les stocker a 4°C a intervalles réguliers : 0-2- 5-
7-9 jours, l'expérience a été menée dans des conditions hautement stériles sous une hotte avec

un Bec benzéne.
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4.1. Ajout de I’extrait hydroéthanolique au lait

Sur le vortex, bien agiter le flacon mére du lait cru puis répartir 100 mL, 95 mL et 90
mL dans 03 flacons stériles identifiés, respectivement : Ci= 5Smg/mL et C>=10mg/mL et un
Témoin de T. numidicus. Passer le col de chaque flacon a travers la flamme bleu de Bec
benzéne avant et apres ’ajout de lait, les échantillons sont ensuite conservés a de 4°C pendant
10 jours.
Les volumes de I’extrait hydroéthanolique 10 mL et 5 mL sont ajoutés par pipette graduée
stériles pour obtenir les dilutions 100%, 50 % respectivement (figure 16).

Figure 16 : Ajout de I’extrait hydroéthanolique au lait.

4.2. Préparation des dilutions décimales

Apreés agitation des flacons on préléve a I’aide d’une micropipette avec 1I’embout sté-
rile 1ml du lait que I’on ajoute a 9 mL de I’eau physiologique contenu dans un tube a essai.

Puis on agite sur vortex puis on procede a des dilutions successives jusqu' a 10~ (figure 17).
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Figure 17 : Préparation des séries de dilutions.

4.3. Dénombrement de la Flore Totale Aérobie Mésophile (FTAM)
4.3.1. Principe

Le dénombrement a été réalisé sur gélose nutritive. Son dénombrement
reflete la qualité microbiologique générale d’un produit naturel et permet d’en suivre
I’évolution. Le nombre des germes « totaux » pourra donner une indication de I’état de

fraicheur ou de 1’état de décomposition du produit.

4.3.2. Mode opératoire

Préparer et identifier une série de répétitions de 02 boites de Pétri pour chaque série de dilu-
tion c'est-a dire 10 boites au total, coder soigneusement et clairement les boites pour chaque
dilution.

Ensemencer des boites par 1 mL de chaque dilution (10! jusqu' a 10°°).
Ajouter 15 a 20 mL de milieu de gélose nutritive.

Le mélange est homogénéisé par des mouvements circulaires.

Apreés solidification, les boites sont retournées puis incubées a 37°C pendant 48 heures, apres

cette durée, on dénombre les colonies lenticulaires
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4.4. Dénombrement des microorganismes psychotrophes

4.4.1. Principe

Afin de quantifier cette population, le déenombrement des germes a été réalise sur :
Gélose RMS pour les bactéries lactique

Gélose Chapman pour staphylococcus

Gélose Hektoen pour entérobactéries

4.4.2. Mode opératoire

Bacteéries lactiques

-Préparer et identifier une série de 02 boites de Pétri seulement pour la dilution 10 de chaque
concentration, ¢’est-a dire 06 boites au total, coder soigneusement et clairement les boites.
-Prélever 0,1 mL de la dilution 10 et déposer au centre de la boite, ensuite couler tendrement
la 1% couche de gélose en masse, attendre quelques minutes puis couler la 26™ (ensemence-
ment en double couches).

-Faire des mouvements doux en forme de 8 pour homogénéiser.

- Laisser refroidir a température ambiante pour solidifier et fixer 1’inoculum (environ 10-
15min)

-Incuber a I'étuve pendant 48 h a 37°C.

Bactéries spécifiques (BS)

-06 boite pour la gélose Chapman 02 pour la dilution 10 pour chaque concentration
5mg/mL ,10mg/mL et le Témoin. Les mémes actions pour la gélose Hektoen.

-Prélever 0,1 mL de la dilution de lait cru a 1’aide d’une micropipette et déposer au centre puis
étaler en surface avec rateau.

-Laisser refroidir & température ambiante pour solidifier et fixer I’inoculum (environ 15min).
-Incuber a I'étuve pendant 48 h a 37°C.

4.5. Détermination du nombre UFC/mL

Les colonies ont été comptées pour chaque dilution pour déterminer le nombre d‘UFC/mL en
utilisant la formule suivante :

En cas d’une seule boite exploitable :

Cn= (nombre d’UFC comptées/ Volume d’inoculum dépose) x Facteur de dilution

En cas de deux boites exploitables :
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Cn= (la somme de nombre d’UFC comptées / 1,1x Volume d’inoculum dépose) x Facteur de
dilution (le moins fort)
Avec intervalle des boites exploitables ente [30-300] .
4.6. Analyse statistique
Les résultats d’analyse des données statistiques obtenus dans ce travail ont été réalisées par :
-Logiciel « Origin 2022b » ;
-Site « Combase » par le « modele Baranyi et Roberts » ;

- Logiciel tableur « Excel ».
4.7. Suivi le pH

Le pH est obtenu a I’aide d’un pH métre. La valeur est lue directement sur le pH métre
aprés immersion de son électrode dans les flacons spéciaux de mesure du pH a chaque 48 h

pendant 10 jours (figure 18).

Figure 18 : Suivie du pH pendant 10 jours.
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1. Aspect et rendement d’extraction

L’extrait obtenus par macération extraction hydroalcoolique (extraction
hydroéthanolique) a partir des parties aériennes de T.numidicus est de couleur verdatre foncé,
non visqueux, trés odorant, hydrophile et soluble dans les solvants organiques (éthanol).Le

rendement obtenu de cette extraction est estimé a 8,71%.
2. Variation du pH

Les résultats du suivi de I'évolution du pH en fonction du temps, présentés a la figure
19. Ce dernier révele que le pH est compris entre 6,96 et 7,03 ont montré que le pH du lait cru
additionnée par I’EEt de T.numidicus a concentrations 5mg/mL ,10mg/mL et le Témoin
présentait une augmentation du pH du jo au j2, puis une diminution le reste des jours de

I’expérience (Annexe 02) .

7.04 -
7.02 -
—=— Témoin
7.00 C1
' — 2
T
o
6,98 -
6,96 -
6194 1 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1
0 2 4 6 8 10

temps (jours)

Figure 19 : Suivi de I’évolution du pH au cours des jours de 1’expeérience.
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3. Suivre la croissance bactérienne

Le suivi de la flore totale, les bactéries spécifiques (bactéries lactiques, staphylococus
et entérobactéries) et le pH du lait cru apres conservation a 4°C dans le réfrigérateur et apres
traitement avec différentes concentrations de 1’extrait hydroéthanolique de T.numidicus

pendant 10 jours a montrés les résultats suivantes :
3.1. Flore Totale Aérobie Mésophile (FTAM)

Nous avons constate que tous les échantillons de lait cru analysés donnent des cultures
bactériennes positives sur la gélose nutritive ; et des caractéristiques phénotypiques
suivantes : un groupe de colonies de tailles différentes (grande, moyenne, petite), de couleurs
différentes (blanche et jaune) et de forme ronde réguliere ou irréguliére ; certaines en surface

et d’autres ancrées dans de la gélose sous forme de lentilles (figure 20).

Figure 20 : Flore totale sur gélose nutritive.
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Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 21 ont montré que dans le lait cru
non traité (Témoin) le nombre de la flore aérobie totale mésophile a augmenté entre les jours

[0-7] puis a diminué progressivement le reste des jours de 1’expérience.

o
o
J

Témoin

log ¢ (ufc/g)
» » o
o (4] ] o
]
=

o
o
1

w
o
I

2,5

: . : . : .
0 2 4 6 8 10
temps (jour)

Figure 21 : L’évolution de la croissance bactérienne du lait réfrigeré a 4°C non additionné
(Témoin).

Cependant le lait traité avec 1’extrait hydroéthanolique de T.numidicus a concentration
C1=bmg/mL et C>=10mg/mL a révele que le nombre de la flore aérobie totale mésophile est

évaluée comme suit :

C:= 5mg/mL : il y a une augmentation continue tout au long des jours de I’expérience
(figure22).

Co= 10mg/mL : il y a une augmentation entre les jours [0-5] suivie par une diminué

progressive (figure 23).
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Figure 22 : L’évolution de la croissance bactérienne du lait réfrigéré a 4°C additionné
d’extrait de T.numidicus a 5mg/mL.
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Figure 23 : L’évolution de la croissance bactérienne du lait réfrigéré a 4°C additionné
d’extrait de T.numidicus a 10 mg/mL.
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3.2. Détermination des parameétres cinétiques de la croissance bactérienne

Tableau 11 : Les valeurs des parametres de croissance bactériennes de la flore totale de lait
(obtenu par Modéle Baranyi et Roberts de données de comptage moyen de bactéries viables

totales).
% EEt X min X max K max G
0 2.642 4.863 0.424 0.397
50 4.194 5.000 0.228 3.239
100 2.870 3.757 0.281 3.558

X max : Niveau maximal de croissance (Log UFC.mL 1)
1 max. Vitesse maximale de croissance (A Log UFC.mL Y/jour)
G : Temps de génération (Jours) = 1/p max

Les résultats des paramétres cinétiques de croissance sont transformés en histogrammes
Figure 24,25,26.

52



LG

\

4,0
3,51

3,01

0,5 4 Témoin

Y

0,0 I ' I ' I ' I ' I ' I ' I I
-20 0 20 40 60 80 100 120

EEt (%)

G,

Figure 24 : Effet de I’ajoute d’extrait hydroéthanolique au lait cru réfrigérer a 4°C sur le
temps de génération (G) par rapport au témoin.
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Figure 25 : Effet de I’ajoute d’extrait hydroéthanolique au lait cru réfrigérer a 4°C sur la

vitesse maximale de croissance pmax par rapport au témoin.
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Figure 26 : Effet de I’ajoute d’extrait hydroéthanolique au lait cru réfrigérer a 4°C sur le
Niveau maximal de croissance X max par rapport au témoin

La concentration 10 mg/mL de I’extrait hydroéthanolique (EEt) a donné le temps de
génération le plus long (G=3.55) avec une croissance maximale la plus faible (X max = 3.75
Log UFC. mL™Y) par rapport au témoin (G= 0.397) et (X max = 4.863 Log UFC. mL ) et & la
concentration 5mg/mL (G= 3.23) et (X max = 5,00 Log UFC. mL™). Par conséquent, la durée
de conservation du lait a été significativement améliorée en ajoutant I extrait
hydroéthanolique (EEt) a concentration 10mg/mL par rapport a I’EEt a concentration de

5mg/mL et au témoin.

3.3. Flore spécifique
L’ensemble des caractéristiques phénotypiques de la flore spécifique sont des colonies

de taille différentes, de forme ronde et de couleur Blanchatre et jaunatre (figure 27).

55



Partie Expérimentale Chapitre IV : Résultats

Figure 27 : flore spécifique : lactobacillus (a gauche) Staphylococcus (a droite).
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Discussion

Dans notre travail, le rendement obtenu a partir de I'extraction par macération a froide
avec de I'éthanol des parties aériennes de Thymus numidicus est consédirable par rapport a
celui de d’extrait hydroéthanolique du méme genre, (T. algeriensis) récolter dans la région
semi-aride de Bachar sud -ouest de 1’Algérie au Mai et Juin est (7.26%) (Messaoudi et
al.,2019) ; Au Maroc, correlativement a une étude antérieure faite de Labiad et al., 2017 sur
Thymus satureioides notre rendement est supérieur aux leurs obtenue (5.35%0). Les résultats
du rendement de I’extrait hydroéthanolique sont inferieur & celles obtenu par Taghouti et al.,
2020 a partir d'extrait de T. mastichina avec un rendement de (13.78%b), et du Silva et al.,
2020 a partir d'extrait de T. zygis subsp. zygis avec un rendement de (22.83%). Ces
différences peuvent étre dues au climat spécifique des régions, a l'origine des échantillons, a
des facteurs géographiques, au type de sol et a la saison de cueillette. Les résultats du
rendement de D’extrait hydroéthanolique de T. numidicus est considérable par rapport a
certaines plantes qui sont exploitées industriellement comme source de ce type d’extrait ; il
est plus élevé que celui de Hyptis suaveolens (8%) et de Propolis (7.26 %) (Medoatinsa et
al., 2015; Lanez et al., 2014). C'est trés encourageant pour [l'utilisation de I'extrait
hydroéthanoliqgue de Thymus numidicus comme agent antimicrobien naturel et dans la

bioconservation des aliments.

Le pH est un bon indicateur sur 1’état de la fraicheur du lait (Elhadj et al., 2015). Le pH d’un
lait frais se situe entre 6,6- 6,8 (Lapointe-Vignola., 2002). Cependant le pH du lait analysé
est majoritairement supérieur a 6,8. Ces valeurs élevées peuvent étre justifiées par I'état
sanitaire de vache, les vaches atteintes de mammite produisent généralement un lait alcalin au
godt salé plus sujet a la lipolyse et a la protéolyse (Maiworé et al., 2018), aux conditions
hygiéniques de la traite (Bonfon et al., 2006), ou au le manque de systeme de réfrigération
pendant le transport. Les valeurs de pH obtenus au cours de cette étude sont largement au-
dessus de ceux obtenus par Shaban et al., 2021 qui ont utilisé la Propolis; De plus, la
diminution du pH a été plus lente (& partir du deuxiéme jour) par rapport a la méme étude (a
partir du premier jour). Peut-&tre que cette diminution des valeurs de pH contribue a renforcer
de l'activité antibactérienne de I'extrait de plante. Selon Djenene et ses collaborateurs (2012)
a pH plus bas, I'hydrophobicité de certaines molécules augmente et elles sont ainsi
correctement réparties dans la phase lipidique du produit. Ces molécules peuvent également

se dissoudre plus facilement dans la phase lipidique de la membrane bactérienne et ainsi
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renforcer leur action antimicrobienne. En nous référant a notre étude, nous avons observé que

le lait avait un taux butyrique important.

Dans notre étude, les résultats d'analyses microbiologiques ont montré que I'extrait
hydroéthanolique de Thymus numidicus a un effet antibactérien tres marqué ; Cela confirme
une étude précédente de Messoudie et al en 2019 sur des extraits hydroalcooliques de Thymus
algeriensis, les extraits testés ont montré un potentiel antibactérien, en particulier contre les
germes hautement pathogenes, I’extrait methanolique et éthanolique de T.algeriensis
interagissent contre les souches S.aureus, E.faecalis, E.coli,P.aeruginos et S.typhimurium
avec des petites quantiteés [40-65ug/mL] pour les bactéries gram+ et [80ug/mL et 270ug/mL]
pour les bactéries gram-, I’augmentation remarquable de concentration est due a la structure
rigide des parois bactériennes de ces derniers (Messaoudi et al., 2019). Par comparaison avec
I’extrait methanolique de T. Vulgaris qui donne un effet anti bactérien contre les mémes
souches pour des concentrations tres faibles CMI=15,8ug/mL pour S.aureus dans un
intervalle de [250- >500ug/mL] pour E.coli, E.faecalis, P.aeruginos, S.typhimurium et
31,2ug/mL contre les bacillus (Al-Bayati, 2007). Cependant, T.numidicus a une action
inhibitrice avec une CMI = 10mg/mL pour les bactéries Gram+ et Gram-, quand on a été
utilisé tant que extraits éthanolique et aqueux a supériorité de I’extrait aqueux qui avait une
CMI de 2.5mg/mL contre E.faecalis (Zeghib, 2013).L’extraction par solvants organiques
(Butanol, methanol, chloroforme, acétate d’éthyle) de T.numidicus ont montré une forte
activité contre Echerichia coli, Pseudomonas fluorescence, Staphylococcus aureus, ainsi les
extraits de T.numidicus inhibent la croissance des bactéries gram+ a I’extrait de
concentration de 25% alors que pour les bactéries de Gram- elle est limitée a I’extrait de
concentration de 50% (Behidj-Benyounes et al., 2017). L'extrait ethanolique de Thymus
numidicus a un potentiel d'activité antibactérienne plus puissant que I'extrait butanolique testé
par Ait kaki et ses collaborateurs (2021). Ceci confirme une précédente étude de Mamadou
et al., 2014 la richesse en flavonoides de I'extrait éthanolique explique mieux son activité

antibactérienne.

Les composants phénoliques présents dans cet extrait ont été reconnus par plusieurs
auteurs pour leur activité antimicrobienne ; en 2007, Ulanawska et al ont évalué les effets
antibactériens des flavonoides (Apiginine, Narginine, Génistéine, Daidzein, Kaempférol) en
estimant les temps de génération dans des cultures bactériennes liquides in vitro des souches
bactériennes (B. subtilis, M. luteus et Sarcina sp. S. aureus, C. freundii, E. coli, K.

pneumoniae, P. vulgaris, P. aeruginosa, S. enterica, S. marcescens, V Harvey), les résultats
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obtenus ont montré de nettes différences dans la durée de temps de génération de ces souches.
Ainsi Zeghad et Merghem, (2013) ont évalué 1’activité antibactérienne des flavonoides isolés
de Thymus vulgaris contre Staphylococcus aureus et E. coli, les résultats pour les diametres
des zones d'inhibition montrent que E. coli et Staphylococcus aureus semblent étre sensibles
aux flavonoides testés (Quercetin, Kaempferol 30R’ 70R’’, Luteolin 70R’, Luteolin,
Quercetin 30R’ 70R’’, Chrysin 70R’, Apigenin SOR’ 70R”’), de plus, ils ont trouvé que les
flavonoides dépourvus de groupements hydroxyles libres (ex : Apiginine 50R'70R et
Intéoline 7OR’") ont l'activité la plus antimicrobienne de celles qui en sont remplis, ce qui
conduit & une affinité chimique accrue pour les lipides membranaires ; Ainsi, on peut
supposer que la cible microbienne de ces flavonoides testés est la membrane cytoplasmique
des bactéries. Les acides phénoliques ont également une activité antibactérienne qui a été
prouvée par de nombreuses études ; l'acide caféique a montré une activité antibactérienne
modérée (ZI = 9,8 mM - 10,4 mM) contre Bacillus cereus, E. coli et S. Enteritidis dans une
étude réalisée en 2011 par DJenane et al ou l'extrait de feuille d'olivier a été utilisé comme
bioconservateur dans la dinde fraiche. Il est possible que l'activité des composants majeurs
soit modulée par d'autres molécules mineures. En fait, les effets synergiques des divers
constituants majeurs et mineurs présents dans les extraits végétaux bruts doivent étre pris en
considération pour rendre compte de leur activité biologique.

En comparant les valeurs des parametres de croissance bactérienne mentionnées dans
le tableau 08 avec celles obtenues par Bouchair et al., (2021), qui ont travaillé sur le lait
réfrigéré a 4°C de deux fermes sans addition, la valeur de densité cellulaire maximale Xmax du
lait additionné d’ EEt de T.numidicus est dans I’intervalle [3,75-5]log UFC /mL et est
inférieur aux X max de lait réfrigéré non additionné de montagne et de bassin da région de Mila
qui ont été [6,29-7,00] log UFC /mL (Bouchair et al .,2021), et est inferieur aussi au lait
réfrigéré a 4°C collecté a Biskra [5,25 log UFC/mL] (Boubendir et al,.2016). Le temps de
génération G obtenu dans notre étude est moyenne et est entre [3,23-3,55] par jour, par
rapport a celui de Bouchair et al., (2021) qui est entre [1,20-4,18] jours. Le lait réfrigéré a été
collecté a région de Victoria Australie a le temps de génération approximeé de trois jours
(Vithanage et al., 2017), qu’ils sont inférieurs ou proches aux celui obtenu dans cette étude.
Une diminution significative de la vitesse maximale qui est entre [0,218-0,281] Log
UFC.mL Yjour pour notre lait additionné 1’EEt de T. numidicus ; quand celle de lait réfrigéré
a une vitesse maximale entre [0,78-0,73] Log UFC.mL Yjour (Bouchair et al., 2021).
D’aprés Bouchair et leurs collaborateurs 2021 ; la région ou I’animal a été domestique, le

temps de stockage et la température de refroidissement de lait sont influencés la qualité
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microbiologique de lait. La charge microbienne de lait des bassins a une concentration
bactérienne initiale supérieure a celle des montagnes, la premiere était 3,87+0,11 log UFC/mL
et la deuxiéme était 2,94+0,04 log UFC/mL respectivement, dans notre étude, la densité
cellulaire initiale de lait de Ain Boudoua-Bouhatem qui a été réfrigéré a 4°C avec 1’addition
d’extrait hydroéthanolique de T. numidicus est 4,19 log UFC /mL et 2,87 log UFC/mL des
concentrations faible C1=5mg/mL et forte C,=10mg/mL respectivement. Ces valeurs sont trés
proches du fait de la proximité des zones ou le lait a été collecté : influence des climats et de

la nutrition qui sont similaires.

Parmi les techniques conventionnelles de conservation de lait sont la pasteurisation et
le traitement UHT qu’ils sont incapables d’éviter la détérioration de celui plus de 4jours par
la résistance des bactéries psychrotrophes de lait par la production des métabolites
antagonistes et des enzymes thermorésistants qui provoquent un changement remarquable de
composition de lait par 1’apparition des nouvelles especes bactériennes et la dégradation des
composés de lait par conséquent il est dépassé la valeur limitant des bactéries psychrotrophes
5x10*UFC/mL(log 4,69 UFC/mL) qui va a I’encontre des standards mondiaux de protection
alimentaire hygiénique et sanitaire (Cemprikova, 2002., Boubendir et al., 2016., Machado,
2017). Des etudes récentes travaillent a trouver des nouvelles techniques de conservation
alimentaires plus sdre et efficace a part le traitement thermique (réfrigération, pasteurisation et
UHT) ; la congélation a I’aide de ringage continu par le gaz N2 prouve leur efficacité pour
conserver le lait que le stockage a froid 6°C mais la flore bactérienne sera inhibée sans
détruire qui pose la question de contenir des germes pathogénes qui sont capables de
renaissance lorsqu'elles sont ramenées a des températures froides ou moyennes
(Gschwendtner., 2016).

La conservation alimentaire par les produits naturels est un mécanisme moderne basé
sur I’effet de ces substances en tant qu’ antimicrobiens et antioxydants; Ils attaquent les
membranes des cellules bactériennes cibles par la rupture et la perturbation structurale et
fonctionnelle :  désintégration de la force motrice du proton et 1’épuisement
énergétique(Quinto et al., 2019).De plus les additifs végétales ont toujours deux propriétés
dans une seule molécule qu’ils sont I’effet antimicrobien et antioxydant , ¢a les mettre des
composés encore plus économiques(Quinto et al., 2019). On peut mentionner comme un
exemple : Thym qui posséde une activité importante contre les Bacillus cereus, E.coli,
Listeria monocytogene et les Pseudomonas.Les application de Thym sur I’anguilles fumé

sous forme poudre au bain de saumurage 1,5% puis réaliser le fumage réduire la flore
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meésophile aérobie totale et 1’oxydation des graisses avec la ralentissement de formation
d’azote basique totale volatil méme si I’amélioration des propriétés organoleptiques (Zeria et
al., 2006 ; Quinto et al., 2019 ; Burt et al., 2004) justifié le potentiel antimicrobien de Thym
contre E.coli et Listeria monocytogene grace a sa richesse en huiles essentiels (CMI=0,3-
1,25ul/ml).ainsi une haute sensibilité des Salmonella enteritidis et Salmonella paratyphi
présentent au surface de beeuf(Martinez et al., 2020) ; grace a 1’épigage de viandes réfrigéré a
4°C avec la poudre ou I’extrait de Thym rend les Bacillus spp indétectables environ 18jour et
la flore anaérobie totale reste sous la seuil bactérienne pathogénique (2,16-3,06 log UFC/mlI)
(Jaworska et al., 2021) I'utilisation de Thym en tant qu’ un bio préservateur non seulement
pour la viande de beeuf mais aussi pour le porc émincé (CMI des HE =0,8ul/g),les crevettes
cuites(CMI=7,5-15ul/g),les poissons asiatiques(CMI=0,5pul) et appliqué aussi sur les végétaux
tel que laitue romaine (CMI=0,1-10ul/ml) avec I’avantage de confére 1’odeur d’herbes

prononce pendant la durée de stockage qui était plus de 30 jour a 0-2°C(Burt et al., 2004).
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Conclusion

Plusieurs travaux de recherche ont été concentrés sur les huiles essentielles et les
extraits des plantes aromatiques. Les différents résultats publiés indiquent qu’elles sont

douées de plusieurs propriétés biologiques.

Nous rappelons que I’objectif de notre étude est la prolongation de la durée de vie
(shelf-life) du lait réfrigéré par 1’allongement de la phase de latence de la courbe de croissance
bactérienne par la supplémentation de 1’extrait hydroéthanolique (50/50. v/v) de Thymus

numidicus.

Les résultats de I'étude d'extraction ont montré que le rendement d'extraction résultant

de la macération dans I'éthanol est considérable.

Concernant 1’évaluation de la cinétique de croissance microbienne de lait aux
concentrations 5mg/mL et 10mg/mL de I’extrait hydroéthanolique de T. numidicus par
rapport au témoin, notre extrait a permis de prolonger la durée de vie (shelf-life) jusqu’a trois
jours et quart (G=3,23) a la concentration de 5 mg/mL avec une densité cellulaire maximale
égal a 5 logUFC/mL et un taux de croissance le plus faible égal a 0,22 Log UFC.mL ¥jour.
Alors que la concentration 10mg/mL a donné un temps de génération plus long estimé a trois
jours et demi (G=3,55) avec une amélioration des autres paramétres de cinétique par rapport a

la concentration 5mg/mL et au témoin

On peut conclure que I’extrait brut du Thym testé dans ce travail a montré une bonne activité
antimicrobienne non négligeable contre la flore bactérienne de lait cru de bovin. Ces résultats

renforcent I’utilisation de T.numidicus comme un bioconservateur de lait cru de bovin.
Dans le but de compléter ce travail, il serait intéressant de :

- évaluer la qualité sensorielle de lait cru additionné de I’extrait hydroéthaolique de T.

numidicus.
- élargir la gamme des concentrations de I’extrait additionné au lait (2,5 mg/mL et 7,5
mg/mL).

- réaliser des études phytochimiques spectrales afin de caractériser les molécules responsables
a I’effet antibactérien, déterminer les activités biologiques de I’extrait (antioxydante et
antibactérienne) et appliqué dans I’industrie agroalimentaire pour réduire les impacts

indésirables et prolonger la durée de conservation.
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Le fait que les huiles essentielles sont des matiéres complexes, tres actives et tres
concentrées ce qui nous permet de suggérer I’étude de I’effet de I’addition des HE de notre

espece au lait.

Nous tant que futurs chercheurs doivent étudier les especes d’herbes trouvées dans la
région de Mila car leur couverture végétale est tres riche en plantes medicinales qui n’ont pas

recu I’attention scientifique suffisante.
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Annexe 01 : principales matériels et produits utilisés.

Matériels et appareillages

Milieux de culture

Solvants et réactif utilisés

Autoclave
Rotavapor

Etuve

plaque -Agitatrice
plaque-chauffante
Vortex
Réfrigérateur

Bec benzéne
Tubes a essai
Boites de Pétri
Micropipettes
Pipettes pasteur
Pince

Spatule
Erlenmeyer
Papier filtre
pH-meétre

Bain- marie
Hotte

Gélose nutritif (GN)
Geélose Chapman
Gélose Hektoen
Geélose MRS

Eau distillé
Eau physiologique
Ethanol

Annexe 02 : tableau I’évolution du pH dans le témoin et le lait traité par différente

concentration.

pH
Jours Témoin Ci C:
0 6.99 7.01 7.02
2 7.00 7.02 7.03
5 6.98 6.98 6.98
7 6.96 6.96 6.97
9 6.96 6.95 6.95




Annexe 03 : Tableau dénombrement du FTAM dans le témoin et le lait traité par différente

concentration.

Echantillon | Dilution 0 2 5 9
101 300 | 41 | 200 | 100 | 300 300 | 300 | 300 | 300 | 300
10 300 | 35 111 87 300 300 | 300 | 287 | 110 | 189
Témoin 103 283 | 13 | 300 | 300 | 300 300 67 74 | 251 | 139
10 17 6 143 | 300 | 300 300 24 60 14 9
10° 13 45 160 | 300 | 300 300 60 68 11 4
101 300 | 300 | 300 | 300 | 300 300 | 300 | 300 | 300 | 300
10 138 | 125 | 300 70 300 300 | 300 | 300 | 300 | 300
Ci=5mg/mL 103 88 25 | 300 | 300 | 300 300 | 176 | 150 | 215 | 270
10 30 38 | 300 | 300 | 300 300 75 37 | 300 | 300
10° 46 49 | 238 | 300 | 300 300 | 100 42 | 125 | 300
101 70 25 | 236 | 150 | 200 150 83 262 | 57 74
10 20 62 | 300 | 150 96 50 126 | 150 | 184 | 75
C=10mg/mL 1073 11 47 60 30 300 300 30 41 33 33
104 77 | 122 13 8 300 300 12 9 3 8
10° 70 | 130 6 4 300 300 6 1 13 1
Annexe 04 : Tableau dénombrement du FTAM dans le témoin et le lait traité par différente
concentration (boites exploitables).
Echantillon Dilution 0 2 5
101 17 41 | 200 | 100 300
107 35 | 111 | 87 | 300 | 300 | 300 | 287 | 110 | 189
Témoin 103 67 | 74 | 251 | 139
10+
10°
101 300 | 300 | 300 | 300 300 | 300 | 300 | 300
1072 138 | 125 | 238 | 70 300 | 300 | 300 | 300
Ci= 5mg/mL 103 88 25 176 | 150 | 215 | 270
10 75 | 37
10°
101 70 25 | 236 | 150 | 200 | 150 | 83 | 262 | 57 | 74
10 20 62 30 | 96 | 50 | 126 | 150 | 184 | 75
C=10mg/mL 107 60 30 | 41 | 33 | 33
10+
10°




Annexe 05 : Moyennes de deux répétitions du dénombrement, écarts types et valeurs de log UFC.

0 2 5 7 9
UEC/mL | 170 6909 | 2082727 | 1700 333636.63 | 32818.18 | 32818.18 | 29818.18
e Moyenne | 430.45 2263.635 183227.405 3138.18
emoin Ecartype | 368.33 79710 212710.7659 2121.320344
LogUFC | 2.58695843 2.90151280 5.32778647 3.32660625
UFC/mL | 2054545 | 12500 | 23800 7000 228181.81 | 170000 | 215000 270000
Moyenne | 16522.725 15400 199090.905 242500
C1=bmg/mL
Ecartype | 5688.99 11879.39 41140.75239 38890.87297
LogUFC | 3.75503517 4.07479414 461427223 458984769
UEC/mL | 700 790 | 2690.9 1636.36 | 2690.9 1818.18 | 19000 374545 | 3100 1354.54
Moyenne | 745 2163.63 2254 54 15772.72 19318.18
C2=10mg/mL
Ecartype | 63.64 74567 617.1062301 1304.930209 1234.226602
LogUFC | 1.80373017 2.87254667 279035993 3.11558728 3.09139490
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Annexe 06 : L’évolution de la croissance bactérienne du lait réfrigéré a
4°C non additionné (non modalisée)

C1 (log UFC/mL)
b R R o o o
i =9 [#)] [0s) o [\%) o

P
[\%)
1

4.0

o -

temps (jours)

Annexe 07 : L’évolution de la croissance bactérienne du lait réfrigéré a
4°C additionné d’extrait de T.numidicus a 5mg/mL (non modalisée)
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Annexe 08 : L’évolution de la croissance bactérienne du lait réfrigéré a
4°C additionné d’extrait de T.numidicus a 10 mg/mL (non modalisée)



Résumé

Le Thym est parmi les plantes aromatiques médicinales les plus populaires en Algérie,
et qui a des propriétés biologiques trés diverses. Le présent travail a pour but d’étudier 1’effet
de I’addition de I’extrait brut de T.numidicus au lait bovin afin d’améliorer leurs qualités
microbiologiques. L’extrait hydroéthanolique préparé a partir des parties aériennes de
T.numidicus par macération dans 1’¢thanol 50% était rentable (8,71%). La cinétique de
croissance bactérienne a été suivie durant le stockage a froid du lait pendant dix jours a
intervalle régulier, et les paramétres de croissance ont été determinés. Les résultats obtenus
ont montré une ameélioration de la stabilité du lait par prolongation de la durée de vie (shelf-
life). Ces résultats sont encourageants et ouvrent une voie prometteuse pour 1’utilisation de
I’extrait hydroéthanolique de T.numidicus comme agent antimicrobien naturel pour la

conservation du lait.

Mots clés: Thymus numidicus, extrait hydroéthanolique, lait, activité antimicrobienne,

Cinétique de croissance, bioconservateur.



Abstract

Thyme is among the most popular medicinal aromatic plants in Algeria, and has very
diverse biological properties. The purpose of this work is to study the effect of the addition of
T.numidicus crude extract to cattle milk in order to improve their microbiological qualities.
The hydroethanolic extract prepared from aerial parts of T.numidicus by maceration in ethanol
50% was profitable (8.71%). Bacterial growth kinetics were monitored during milk cold
storage for ten days at regular intervals, and growth parameters were determined. The results
obtained showed an improvement in the stability of milk by extending its shelf-life. These
results are encouraging and open a promising path for the use of T.numidicus hydroethanolic

extract as a natural antimicrobial agent for milk preservation.

Key words : Thymus numidicus, hydroethanolic extract, milk, antimicrobial activity, Growth

Kinetics, biopreservative
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