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Introduction générale

Les laits fermentés et y compris le yaourt sont des produits laitiers obtenus par une
fermentation essentiellement lactique du lait, qui aboutit a son acidification et a sa gélification.
Depuis le siecle dernier, ces produits ont gagné de 1’intérét aupres des consommateurs du fait
de leurs propriétés nutritionnelles mieux connues et de leurs caractéristiques organoleptiques
agréables. L’importance de ces produits, tant pour les consommateurs, qui les choisissent pour
leur apport nutritionnel, leurs caractéres sensoriels, leur facilité d’emploi et leur diversité, que
sur les plans industriel et économique, justifie I’intérét permanent qui leur est porté. La qualité
de ces produits et la régularité de leur production représentent en outre des sujets sur lesquels

les efforts se poursuivent (Béal et Helinck, 2022).

Les évolutions des marchés (prix, concurrence accrue entre produits sous signe de
qualité notamment) et I'émergence de nouvelles demandes sociétales aménent 1’industriel en
produits laitiers a s'interroger constamment sur de nouvelles opportunités de diversifier ces
produits par D’incorporation d’additifs alimentaires pour différents buts (aromatisation,

conservation, apparence, ...).

De nombreux chercheurs se sont intéressés ces derniéres années a 1’étude de nouvelles
alternatives a ces additifs alimentaires en les substituant par des composés naturels extraits de
plantes aromatiques et médicinales (PAM) suivant leurs usages traditionnels et propriétés
curatives avérées (Ekpenyong et Akpan, 2015; Caleja et al., 2016; Winska et al., 2019).

Parmi les composes naturels, les HE sont trouvés récemment un intérét grandissant
aupres de I’industrie agroalimentaire. Elles sont reconnues comme étant I’un des métabolites
secondaires des PAM. Elles ont été utilisées depuis I'antiquité pour leur pouvoir conservateur
et leurs propriétés médicinales, mais aussi pour apporter un aréme et saveur aux aliments (Irkine
et Korukluoglu, 2009). Les multiples propriétés exploitables (aromatisant, antioxydant,
antibactérien, antifongique, etc.) leur permettent de trouver des applications dans I’industrie

agro-alimentaire.

En effet, I'utilisation des HES dans 1’agroalimentaire suit la croissance de la
consommation des aliments formulés, ceci en réponse a une demande croissante de produits
naturels de la part des consommateurs et a la mauvaise publicité faite aux conservateurs de

synthese (Deschepper, 2017).
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Rappelons que les additifs alimentaires sont définis selon le comité mixte FAO/OMS
(1990) comme des substances n'ayant pas de valeur nutritive, ajoutées intentionnellement aux
aliments le plus souvent en faible quantité pour en améliorer l'apparence, la saveur, la
consistance ou la conservation. Cependant, I’ajout de ces substances chimiques n’est pas sans
effets néfastes pour la santé, il faut redouter les intoxications a caractére chronique surtout

concernant les substances présentant une tendance cumulative (Clémens, 1955).

L’intérét des HES réside dans le fait qu’elles sont a la fois actives, odorantes et vectrices
d’une image de produit « naturel ». En paralléle, si ces HES sont un atout pour remplacer les
ingrédients chimiques, elles sont loin d’étre sans danger. Pour se faire dans de bonnes
conditions alimentaires, leur usage doit passer par la maitrise de leurs propriétés et de leurs
dangers. Ceci nécessite d’identifier leur composition chimique, sachant que I’activité et la
composition d’une huile essentielle ne sont pas liées de maniére linéaire, mais un changement

important du profil chimique d’une HE permet d’anticiper les variations de son activité.

Récemment, on voit se multiplier les études sur de nouvelles applications que pourraient
trouver les HEs dans 1’agroalimentaire. Leurs activités antioxydante et antimicrobienne sont
bien reconnues et exploitées pour augmenter la durée de conservation des aliments. A titre
d’exemple, I’HE de thym (Thymus vulgaris L.) présente une meilleure activité antifongique que
la plupart des agents chimiques actuellement utilisés (benzimidazole, diphénylamine, etc.)
(Kumar et al., 2016).

L’utilisation des HES se heurte parfois a certaines limites (Deschepper, 2017), c’est le
cas pour les produits laitiers fermentés contenant des bactéries lactiques. La double casquette
(arbmes et antimicrobiens) des HEs peut étre a la fois un atout mais également un obstacle a
leur utilisation si on ne souhaite pas modifier les propriétés organoleptiques des aliments

(Fernandez, 2012), en occurrence le yaourt qui contient les bactéries lactiques.

Dans ce contexte, cette étude a pour objectif en premier lieu, de connaitre 1’utilisation
populaire de ces trois espéces de plantes, puis de déterminer la composition chimique et
I’évaluation des  propriétés biologiques (antioxydante, antibactérienne, antifongique,
antienzyme, et toxicité) de leurs HEs (Thymus willdenowii, Aloysia citriodora et Cymbopogon
citratus), et en second lieu leur incorporation dans le yaourt étuvé et de voir le comportement
des bactéries lactiques des yaourts formulés a travers 1’évolution de production des acides

organiques (acide lactique, formique, acétique et acétaldéhyde) durant 28 jours de stockage.

2
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Afin de garantir la qualité sanitaire des yaourts formulés, nous avons jugé aussi indispensable
de réaliser des analyses hygiéniques (recherche de la flore totale mésophile, coliformes,
salmonelles, staphylocoques, levures et moisissures), ainsi que d’autres caractéristiques sur les
yaourts conserves (composés phénoliques, activité antioxydante, etc.) depuis le premier jour au

28°™ jour de stockage.

Pour atteindre ces objectifs, nous avons structuré le manuscrit en trois principaux

chapitres hormis 1’introduction et la conclusion générale et perspectives.

Le premier chapitre a été consacré a une synthese bibliographique mettant I’accent sur
le concept des plantes aromatiques et médicinales, les huiles essentielles, un bref exposeé sur les
espéces de plantes sélectionnées et a la fin le yaourt en tant que modele de matrice alimentaire.

Ce chapitre sera un appui pour la compréhension des différents résultats obtenus.

Dans le deuxiéme chapitre, nous décrirons d’abord le questionnaire de 1I’enquéte lancée
en ligne sur les trois plantes sélectionnées. En deuxieme lieu, les différentes analyses effectuées
afin d’évaluer la composition chimique des trois huiles essentielles, 1’é¢tude de leurs activités
biologiques, 1’évaluation de I’effet de I’addition de ces HES sur la qualité physicochimique,
microbiologique et organoleptique des yaourts formulés durant leur stockage ainsi que leur
activité antioxydante et leur teneur en composeés phénoliques. Ce chapitre sera achevé par une

analyse sensorielle afin d’évaluer le degré de leur acceptabilité.

Dans le troisieme chapitre sont décrits les principaux résultats obtenus, discutés et

souvent comparés aux résultats des travaux antérieurs.

Ce travail de thése s’inscrit dans le cadre des travaux de recherche du laboratoire de
Biotechnologie et Qualité des Aliments (BIOQUAL), a Ilinstitut de la nutrition, de
I’alimentation et des technologies agroalimentaires INATAA, Université Freres Mentouri
Constantinel, Algérie. Il s’intégre dans le projet intitulé : valorisation de sous-produits issus de
I’industrie agroalimentaire et d’extraits de végétaux par leur incorporation dans la formulation

d’aliments.
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Revue bibliographique 1. Plantes aromatiques et medicinales

1.1. Concepts généraux

Plusieurs définitions ont été données aux plantes aromatiques et médicinales (PAM) et la
gamme de ces plantes s’avére trés longue et €lastique et peut concerner la plupart des plantes
spontanées et de nombreuses espéces arboricoles et herbacées cultivées. En effet en I’absence
de définitions précises des notions des plantes aromatiques et de plantes médicinales, il apparait
difficile de délimiter leur secteur, ou de dresser une liste exhaustive des produits concernés
(Neffati et Sghaier, 2014).

Selon I'OMS (Organisation mondiale de la santé), une plante médicinale est une plante qui
contient, dans un ou plusieurs de ses organes, des substances qui peuvent étre utilisées a des
fins thérapeutiques, ou qui sont des précurseurs de la chimio-pharmaceutique « hémi-
synthese ». Cette définition permet de distinguer entre les plantes médicinales déja connues
dont les propriétés thérapeutiques, ont été scientifiquement établies, et d'autres plantes utilisées
en médecine traditionnelle (Abayomi, 2010).

Les PAM sont celles qui sont recherchées pour leurs qualités aromatiques (aromatisation
alimentaire, aromatisation de produits pharmaceutiques) et en méme temps thérapeutiques
(Zouaoui, 2020). Elles sont considérées comme des ressources précieuses pour la majorité des
populations rurales et urbaines et représentent le principal moyen par lequel les individus se
soignent (Badiaga, 2011). Malgré les progrés de la pharmacologie, 1’usage thérapeutique des
PAM est trés présent dans certains pays du monde et surtout les pays en voie de développement
(Tabuti et al., 2003).

1.2. Répartition

Les PAM poussent en abondance dans les régions cotieres, montagneuses et aussi
sahariennes, dont beaucoup sont réputées pour leur importance agro-forestiére, leurs vertus
médicinales et a des fins culinaires et cosmétiques (Tabuti et al., 2003). Autour du bassin
méditerranéen, 1’'usage des plantes aromatiques occupaient une place prépondérante aussi bien
dans la vie quotidienne que lors des rituels dans les civilisations égyptiennes, grecque et
romaine. En Egypte, entre 3000 et 2000 ans avant 1’ére chrétienne, (dynastie pharaonique) une
méthode rudimentaire de distillation était déja utilisée. Afin de préserver les chairs du défunt,
I’embaumement utilisait, entre autres, Myrtus communis (myrte) et Cinnamomum verum

(cannelle), ainsi que d’autres huiles essentielles. A partir de 1200 ans avant 1’¢re, les Grecs et
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les Romains grands navigateurs et commergants, ¢taient de grands utilisateurs d’onguents et de

parfums (Bouzabata, 2015).

L'Algérie, de par sa situation géographique, bénéficie d'un climat et d'une flore trés
diversifiés. Le réservoir phylogénétique de 1’ Algérie refléte la richesse et la diversité de sa flore
avec environ 4000 espéces et sous-especes de plantes vasculaires (Tarek et al., 2018). Des
progres récents ont été notés concernant I’inventaire de la flore Algérienne a travers plusieurs
travaux. Avec une superficie de 2 381 741 km?, 1’ Algérie est le plus grand pays riverain de la
Meéditerranée. 1l est reconnu par sa diversité variétale en PAM, elle recéle un grand nombre
d’espéces classées en fonction de leur degré de rareté : 289 espéces assez rares, 647 especes
rares, 640 especes tres rares, 35 especes rarissimes et 168 espéeces endemiques (Hadjadj et al.,
2019).

Ces plantes se localisent majoritairement dans des ZIP (Zones Importantes pour les
Plantes). Une ZIP est un « site naturel ou semi-naturel présentant une richesse botanique
exceptionnelle et/ou une composition remarquable de plantes ». 14 ZIP ont été définis en
Algérie tellienne (Annexel). La plupart de ces ZIP se situent en zones forestieres. Deux

seulement en zones humides et une derniére en zone littorale (Sahi, 2016).
1.3. Protection et développement des PAM en Algérie

L’ Algérie, dispose d’un important patrimoine en PAM, dont plusieurs plantes endémiques
que I’on peut exploiter a plusieurs fins : médecine traditionnelle, aromates, cosmétiques.

conservation alimentaire, exportations de plantes brutes et d’HEs (Omari, 2018).

Cependant, en dépit de cette richesse, I’économie algérienne n’utilise que 1%. Tres peu
d’especes et variétés sont exploitées en tant que PAM. La valorisation de ce patrimoine
nécessite des inventaires et des enquétes ethnobotaniques pour une meilleure connaissance
(Bensmira et Meribai, 2019).

Pour cela, le ministére de I’ Agriculture a mis en place une stratégie visant a insuffler une
dynamique au développement de la filiere PAM, et a mettre a profit et de valoriser les
potentialités agricoles de chaque région. Cette stratégie consiste en la création d’associations
spécialisées et des conseils professionnels des PAM dans chaque wilaya, afin d’encourager
I’investissement dans cette filiere et d’assurer une prise en charge en matiére de formation et

d’appui technique et scientifique en faveur des agriculteurs (Omari, 2018).
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2.1. Généralités sur les huiles essentielles

Ce qui fait qu’un végétal est dit « a huiles essentielles » c’est sa capacité a développer
des structures anatomiques de stockage de composés organiques volatils (COV), exemple des
poches d’HEs au sommet de trichomes de menthe, dans le flavedo et des canaux résiniféres des

aiguilles de pins (Fernandez et Chemat, 2012).

Les HEs sont des mélanges complexes de COV produits par des organismes végétaux
et isolées par des moyens physiques uniquement (pressage et distillation) a partir d'une plante
entiere ou d'une partie de plante connue (Husni Can et Gerhard, 2010). Ce sont des composés
secondaires de la synthese des glucides par les végétaux lors de la photosynthése (Fernandez et
Chemat, 2012).

L'Agence Francaise de Normalisation (AFNOR) (NF T 75-006) définit ’HE comme
étant le produit obtenu a partir d'une matiere premiére, soit par distillation a la vapeur d'eau,
soit par des procédés mécaniques a partir de I'épicarpe des agrumes, ou distillation seche. L'HE
est ensuite séparée de la phase aqueuse par des moyens physiques. Cette définition englobe les
produits obtenus toujours a partir de matieres premieres végétales, mais en utilisant d'autres

méthodes d'extraction, telles que I'utilisation de solvants non aqueux ou I'absorption a froid.
2.2. Localisation et répartition des sites sécréteurs

Beaucoup de cellules spécialisées excretent des COV, c’est le cas de cellules épidermiques
de la plupart des pétales, ces cellules libeérent directement ces COV dans I’air. C’est aussi le cas
des cellules qui tapissent I’intérieur des canaux comme dans les feuilles et tiges des Apiécées
(céleri, anis, fenouil). La plupart de ces COV sont lipophiles voir lipidiques mais moins volatils
(Fernandez et Chemat, 2012).

Les HEs n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs. Une cinguantaine de
familles sont connues de posséder les HEs dont les plus importantes sont : les Lamiacées ; les
Myrtacées, les Rutacées, les Astéracees, mais aussi des Apiécées. On trouve les HES dans presque
tous les organes de la plante : sommités fleuries des Lamiacées (lavande vraie, sauge officinale),
graines (ambrette), racines (vétiver), rhizome (gingembre), fruits (anis, fenouil), bois (santal),
feuille (eucalyptus), oléorésines (myrrhe) (Bouzabata, 2015). Il existe trois types de structures
sécrétrices dans les plantes : les poils glandulaires épidermiques (Lamiacées, Géraniacées et

Verbenacées) ; les poches sphériques schizogenes (Astéracées, Hypéricacées, Rosacées,
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Rubiacées, Rutacées et autres); les canaux glandulaires lysigénes (Apiacées,
Diptérocarpacées, Burséracées, et Anacardiacées) et aussi tous les bois résineux ( Abiétacees
et Cupressaceées) (Sebti, 2019).

2.3. Méthodes d’extraction

Les HEs peuvent étre extraites de plusieurs plantes et des parties différentes par diverses
méthodes d'extraction. La méthode utilisée pour I'extraction dépend du matériel botanique
utilisé, son état et sa forme. Elle est I'un des principaux facteurs déterminant la qualité d’une
HE. Une procédure d'extraction inappropriée peut endommager ou altérer la composition

chimique de I’HE, ceci entraine la perte de la bioactivité et les caractéristiques naturelles.

Dans certains cas, la décoloration, les odeurs/saveurs ainsi que les changements physiques
tels que l'augmentation de la viscosité peuvent se produire, ces changements dans I'HE extraite
doivent étre évités (Tongnuanchan et Benjakul, 2014). Parmi les méthodes d’extraction des

HEs, figurent :
2.3.1. Extraction par entrainement a la vapeur d’eau

La distillation a la vapeur est la méthode d'extraction la plus utilisée. La proportion d’HEs
extraites par entrainement a la vapeur est de 93% et les 7% restants peuvent étre encore extraits
par d'autres méthodes. Au départ, I'échantillon de plante est placé dans I'eau chhauffé a la
vapeur. La chaleur appliquée est la principale cause d'éclatement et de décomposition de la
structure cellulaire de la plante. En conséquence, les composés aromatiques des HEs sont
libérés (Masango 2005).

2.3.2. Extraction par hydrodiffusion

L’hydrodiffusion, technique relativement récente, est particuliere. Elle consiste a faire
passer, du haut vers le bas (perdescendum) et a pression réduite, la vapeur d'eau au travers de
la matrice végétale (Annexe 2.a). L'avantage de cette méthode est d'étre plus rapide donc moins
dommageable pour les composés volatils. Cependant, I’HE obtenue avec ce procédé contient
des composés non volatils ce qui lui vaut une appellation spéciale : « essence de percolation
»(Bouadjemi,2018).
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2.3.3. Extraction par hydrodistillation

L’extraction par hydrodistillation est la plus simple et la plus anciennement utilisée. Le
matériel végétal est immergé directement dans un ballon rempli d'eau placé sur une source de
chaleur. Le tout est porté a ébullition. Les vapeurs hétérogénes sont condensées dans un
réfrigérant et I’HE se sépare de 1'hydrolat par simple différence de densité. L'HE étant plus
Iégere que I'eau, elle surnage au-dessus de I'hydrolat (Bouadjemi, 2018).

La distillation peut s’effectuer avec ou sans recyclage de la phase aqueuse obtenue lors
de la décantation. Le principe de recyclage est communément appelé cohobage. En laboratoire
le systéme équipé d’une cohobe qui est généralement utilisé pour 1’extraction des HEs en accord

avec la Pharmacopée Européenne est le Clevenger (Clevenger, 1928) (Annexe 2.b).
2.3.4. Extraction par expression a froid

L’expression a froid, appelée aussi « pression a froid » ou « grattage » est principalement
utilisée pour les écorces (pelures) d’agrumes (citron, pamplemousse, bergamote, orange amére,
mandarine), qui renferment une quantit¢ importante d’HEs (Annexe 2.c). Cette opération
mécanique vise a extraire les molécules contenues dans les zestes des agrumes frais. Dans ce

cas, on utilise le terme « essence » plutdt que « huile essentielle » (Sebti, 2019)
2.3.5. Extraction par solvants organiques

La technique d’extraction « classique » par solvant, consiste a placer, dans un extracteur,
un solvant volatil et la matiere végétale a traiter. Grace a des lavages successifs, le solvant va
se charger en molécules aromatiques, avant d’étre envoyé au concentrateur pour y étre distillé
a pression atmosphérique. Les solvants les plus utilisés a I’heure actuelle sont 1’hexane,
cyclohexane, 1’éthanol, moins fréquemment le dichlorométhane et I’acétone. Le solvant choisi,
en plus d’étre autorisé, devra posséder une certaine stabilité face a la chaleur, la lumiére ou
I’oxygéne. Sa température d’ébullition sera de préférence basse afin de faciliter son élimination,
et il ne devra pas réagir chimiquement avec I’extrait. L extraction est réalisée avec un appareil
de Soxhlet. Ces solvants ont un pouvoir d'extraction plus élevé que I'eau, si bien que les extraits
ne contiennent pas uniquement des composés volatils, mais également bon nombre de
composés non volatils tels que des cires, des pigments, des acides gras et bien d'autres
substances (Boukhatem, 2019).
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2.3.6. Extraction sans solvant assistée par micro-ondes

Basée sur un principe relativement simple, 1’extraction sans solvant assistée par microondes
(SFME : solvent free microwave extraction) consiste a placer le matériel végétal dans un
réacteur micro-ondes sans ajout d’eau ou de solvant organique (Annexe 2.d). Le chauffage de

I’eau contenue dans la plante permet la rupture des glandes renfermant I’HE.

Cette étape libere I’HE qui est ensuite entrainée par la vapeur d’eau produite par la matiere
végétale. Un systéme de refroidissement a I’extéricur du four micro-ondes permet la
condensation du distillat, composé d’eau et d’HE, par la suite facilement séparable par simple
décantation (Lucchesi, 2005). Cette méthode présente des avantages comparés a la méthode

conventionnelle d’hydrodistillation et qui se résument en :

-D’un point de vue quantitatif : des rendements similaires ou parfois meilleur a ceux obtenus

par hydrodistillation classique.

-D’un point de vue qualitatif : les HEs obtenues par SFME présentent une proportion plus

importante de composés oxygenés, les plus valorisables sur le plan olfactif.

-D’un point de vue économique et environnemental : comme le procédé SFME se réalise avec
un court temps d’extraction, le procédé est plus économique en temps et en énergie et par la

suite en cout. De plus, il n’utilise ni solvant organique ni eau (Farhat, 2010)
2.3.7. Extraction par fluide a I’état supercritique

L’originalité de la technique d’extraction par fluide supercritique (SFE), provient de
I'utilisation de solvants dans leur état supercritique, c'est-a-dire dans des conditions de
températures et de pressions ou le solvant se trouve dans un état intermédiaire aux phases
liquide et gazeuse et présente des propriétes physico-chimiques différentes, notamment un
pouvoir de solvatation accru. Si, en pratique, de nombreux solvants peuvent étre employés, 90%
des SFE sont réalisées avec le dioxyde de carbone (COy), principalement pour des raisons
pratiques. En plus de sa facilit¢ d’obtention due a ses pression et température critiques
relativement basses, le CO; est relativement non toxique, disponible a haute pureté et a faible

prix, et il posséde I’avantage d’étre éliminé aisément de 1’extrait (Boukhatem, 2019).
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2.4. Propriétés biologiques
2.4.1. Propriété antioxydante

Le stress oxydatif, d0 a la génération de radicaux libres oxygénés (RLO) et d'especes
réactives de I'oxygene (ROS), endommage les macromolécules cellulaires (figure 1). Les
dommages oxydatifs ont été liés a divers problémes de santé tels que le vieillissement,
I'artériosclérose, le cancer, la maladie d'alzheimer, la maladie de Parkinson, le diabéte et

I’asthme. L'équilibre cellulaire des radicaux libres est maintenu par différents antioxydants.

Les flavonoides, les terpénoides et les composés phénoliques constituants des HESs

présentent des effets antioxydants significatifs (Raut et Karuppayil, 2014).

Figure 1. Origine des différents radicaux libres oxygénés et (RLO) et d'espéces

réactives de lI'oxygéne (ROS) impliqués en biologie (Favier, 2003)

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer ces activités, parmi lesquelles figurent la
méthode de DPPH (2,2-DiPhényl-1-PicryHydrazyl), le piégeage de I’ABTS (2,2’-azinobis-(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)), la méthode CUPRAC (Cupric Reducing Antioxydant
Capacity).
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2.4.1.1. Méthode de DPPH

Le DPPH est un radical stable de couleur violette en solution. Lorsqu’il est réduit en
présence d’une substance réductrice (par un mécanisme combinant le transfert d’un atome
d’hydrogéne et le transfert d’électrons), la couleur de la solution devient jaune. Le monitoring
de la disparition de la couleur se fait a I’aide d’un spectrophotométre a la longueur d’onde de
540nm (Bensouici, 2015). Dans le cas des composés phénoliques par exemple, le mécanisme
principal d’action est le piégeage des radicaux libres par le transfert de I’atome H sur le DPPHe
alors transformé en une molécule stable DPPH-H (figure 2). La réduction du DPPHe est
facilement mesurée par spectrophotométrie a 515 nm (Amax DPPHe). La réaction sera plus ou
moins rapide selon la nature de 1’antioxydant, et la quantit¢é de DPPH-H formée dépendra de

la concentration en antioxydant (Kalinowska et al., 2022)

DPPH?* pourpre DPPH jaune pale

Figure 2. Transformation du radical DPPHe en DPPHH (Bensouici, 2015)

2.4.1.2. Méthode de piégeage de PABTS

Cette méthode est appelée aussi TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity), la
capacité d’une molécule a inhiber le radical stable ABTSe+ exprime 1’activité antioxydante
totale de cette molecule comparée a une molécule de référence comme le Trolox (acide 6-
hydroxy-2,5,7,8-tétraméthylchroman-2-carboxylique) dont la structure moléculaire cyclique
est similaire a celle de la vitamine E. Cette méthode consiste en une mesure colorimétrique du
transfert d’électrons d’un antioxydant vers un accepteur d’électrons de sel d’ammonium de
I’acide 2,2’-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique ABTSe+. II s’agit d’un radical
relativement stable de coloration bleu vert possédant une forte absorption dans I’intervalle 600-

750 nm (Fernandez et Chemat, 2012).
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2.4.1.3. Méthode CUPRAC

Le principe de cette méthode est basé sur le suivi de la diminution de 1’absorbance
accrue du complexe Néocuproéne (NC)-cuivre (Cu+2) Nc2-Cu*2. En effet, en présence d’un
agent antioxydant, le complexe cuivre-neocuproene est réduit et cette réaction est quantifiée au
spectrophotométre a une longueur d’onde de 450 nm. Le principe de ce test se base sur la
conversion des hydroxyles phénoliques en quinones a travers la réduction du complexe Cu+2-
Nc, produisant ainsi un complexe chromogene de Cu+2-Nc qui absorbe a 450 nm (Bensouici,
2015).

2.4.2. Activité antibactérienne
2.4.2.1. Mécanisme d’action

Les HEs peuvent avoir des activités cytotoxiques sur les bactéries en agissant sur
plusieurs structures : altération de la paroi bactérienne ; altération de la membrane plasmique ;
altération des protéines membranaires ; coagulation du cytoplasme ; déplétion de la force
proton motrice et fuite des composants du cytoplasme (métabolites et cytoplasme)

Les bactéries Gram+ sont plus sensibles aux HEs que les Gram-. En effet, il semblerait
gue la membrane externe des bactéries Gram- étant rigide, riche en LPS (lipopolysaccharides)
et plus complexe que les molécules aromatiques des HEs aient plus de difficulté a la traverser.
En revanche, ce systéme extra-membranaire complexe étant absent des bactéries Gram+, les
composés aromatiques peuvent atteindre plus facilement la membrane plasmique, occasionnant
ainsi une meilleure activité antibiotique (Chouhan et al., 2017). L'efficacité antibactérienne peut

varier avec les HEs ainsi qu'avec différentes bactéries.

Par exemple, le bois de santal (S. aloum), I'HE de manuka (L. scoparium) et I'HE de
vétiver (C. zizanioides), sont tres actives contre les bactéries Gram +, mais n'ont pas d'activité
contre les bactéries Gram - (Hammer et al., 1999). Les HEs de baie, clou de girofle, citronnelle,
origan et thym inhibent la croissance d'Escherichia coli a des concentrations de 0,02, 0,04, 0,06,
0,05 et 0,05 %, respectivement. Les HEs de thym, de romarin, de la menthe poivrée, de
citronnelle, de clou de girofle et de laurier ont le potentiel de prévenir Staphylococcus aureus a

des concentrations < 0,05 % (Raut et Karuppayil, 2014).

12
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2.4.2.2. Méthodes d’évaluation de ’activité antibactérienne

L’activité antibactérienne, in vitro, mesure le potentiel et ’efficacité d’un agent
antibactérien dans une solution tout en exprimant la sensibilité des microorganismes a des
substances antimicrobiennes testées de concentrations connues (Djermane, 2021). Il existe
plusieurs techniques d’évaluation des activités antibactériennes des HEs, cette variabilité est

due principalement a I’insolubilité des HEs dans les milieux aqueux.
a. Méthode de diffusion en milieu solide

Appelée aussi technique de 1’aromatogramme ou antibioaromatogramme ou encore
méthode de Vincent mise au point par Schroeder et Messing en 1949 (Benzeggouta, 2005). Le
principe suit celui de I’antibiogramme ou le disque d’antibiotique est remplacé par 1’essence
aromatique a tester. Des boites de Pétri préalablement coulées d’une gélose convenable
solidifiée et inoculée d’une suspension bactérienne a tester sont utilisées. Des dilutions des HEs
se font dans des solvants tels que I’acétone, le méthanol, 1’éthyléne glycol, I’éthanol (Toure,
2015). Quand la concentration de I’antimicrobien devient trés diluée, il ne peut plus inhiber la
croissance de la bactérie testée, la zone d’inhibition est démarquée. Le diamétre de cette zone
d’inhibition est corrélé avec la concentration minimale inhibitrice (CMI) pour la combinaison
particuliere bactérie/antimicrobien, la zone d’inhibition correspond inversement a la CMI de
I’essai. Généralement, plus la zone d’inhibition est petite, plus la concentration d’antimicrobien
nécessaire pour inhiber la croissance des microorganismes est faible (Toure, 2015 ; Chebaibi et
al., 2016).

b. Meéthode de micro-dilution en milieu liquide

Le méme but est a noter pour cette technique aussi a savoir la détermination de la

concentration la plus faible de 1’antimicrobien testé qui inhibe les microorganismes testés.

Cette technique repose sur la mise en culture d'un inoculum bactérien standardisé (1 a 5.10°
UFC/ml) en présence de séries de dilutions de I’antimicrobien de raison 2. Les plaques de
microdilution contiennent 96 puits et permettent de tester 8 concentrations croissantes
d'antibiotiques différentes. Aprés 18 a 24 heures d'incubation, la lecture des résultats se fait par
une évaluation visuelle de la turbidité des différents puits de la microplaque. Ainsi, cette

technique fournit des résultats quantitatifs (Soares, 2015).
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2.4.3. Activité antifongique

Le développement de I'HE naturelle comme alternative aux produits chimiques de
synthese dans le contrdle de la pourriture post-récolte est actuellement a I'nonneur. Certaines
HESs sont utilisées pour leur propriétés antifongiques et suivent les mémes mécanismes cités ci-
dessus cependant la durée est plus longue (Mayer, 2012). Des études ont été menées contre des
phytopathogénes tel que le Fusarium spp qui cause des dégats importants aux champs de
quelques légumes a travers le monde (Sharma et al., 2017). Certains fongiques pathogénes
opportunistes (par exemple, Candida spp., Aspergillus spp., Cryptococcus sp.) sont notoires et
infectent une grande population depatients immunodéprimés. Il y a des options limitées de
médicaments disponibles pour une chimiothérapie antifongique réussie (Kathiravan et al.,
2012).

2.4.4. Activité anti-inflammatoire

Les réactions inflammatoires sont induites par les infections microbiennes et virales;
I'exposition aux allergenes, les radiations et les produits chimiques toxiques, les maladies auto-
immunes et chroniques, I'obésité, la consommation d'alcool, l'utilisation de tabac, et une
alimentation riche en calories (Bayala, 2014). L'inflammation est une réponse naturelle de
I’organisme a une agression physique, chimique ou biologique. Elle est utile lorsqu’elle ne
s’installe pas dans la durée. Son but est d'éliminer 1'agent pathogeéne et de réparer les 1ésions
tissulaires. Mais elle favorise également différents processus pathologiques. La phagocytose
des bactéries, qui survient lors de l'inflammation, s'accompagne d'une augmentation
spectaculaire de la consommation d'oxygene entrainant la formation d'un radical anion
superoxyde (Oze-) qui est rapidement transformé en peroxyde d'hydrogéne (H.05),
spontanément, ou par l'enzyme superoxyde dismutases (Miguel, 2010). Néanmoins, la
surproduction de ces ROS peut étre responsable des dommages au niveau des sites
inflammatoires. De plus ces especes réactives jouent des réles importants dans I'inflammation
en étant des éléments déclencheurs ou en étant des molécules messagéres de signalisation. Les
ROS agissent comme modulateurs des protéines et lipides, kinases et phosphatases, récepteurs

membranaires, canaux ioniques et des facteurs de transcription (Gomes et al., 2008).

Si les HEs sont capables de piéger certains radicaux libres, elles peuvent également agir

comme agents anti-inflammatoires, car I'une des réponses inflammatoires est la poussee
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oxydative qui se produit dans diverses cellules (monocytes, neutrophiles, éosinophiles et
macrophages) (Miguel, 2010). Par exemple, I'HE de camomille est utilisée depuis des siécles
comme anti-inflammatoire et également pour soulager les symptémes associés a I'eczéma, a la
dermatite et a d'autres irritations prononcées (Kamatou et Viljoen, 2010). D’autres HES sont
éventuellement utilisées telles que 1’eucalyptus, romarin, lavande et girofle seules ou en mixture
(Miguel, 2010).

2.4.5. Activité cytotoxique

Les HEs peuvent exercer des effets cytotoxiques sur les cellules eucaryotes, la
perméabilisation des membranes mitochondriales externes et internes provoque la mort
cellulaire par nécrose et I’apoptose (Raut et Karuppayil, 2014). La cytotoxicité des HEs est
provoquée généralement par les alcools, les aldéhydes et les composés phénoliques, ce qui est
trés important dans 1’application chimio thérapeutique des HEs (Bruni et al., 2004). Par
exemple, le géraniol composant la plante Cymbopogon martini (I'huile de palmarosa)
interférerait avec les fonctions membranaires, les ions d'homéostasie ainsi que les événements
de signalisation cellulaire des lignées cellulaires cancéreuses, inhibe aussi la synthese de 'ADN
et réduit la taille des tumeurs du célon (Raut et Karuppayil, 2014). Les terpénoides ainsi que
les constituants polyphénoliques des HEs empéchent la prolifération des cellules tumorales par
nécrose ou induction de lI'apoptose (kaefer, 2008).

2.4.6. Activité inhibitrice d’enzymes

Les enzymes jouent un réle crucial dans les processus biochimiques de I'organisme en
catalysant des réactions chimiques spécifiques. Cependant, dans certains cas, une activité
enzymatique excessive peut étre indésirable et conduit a des desequilibres physiologiques ou a
des maladies. C'est pourquoi l'inhibition sélective des enzymes peut étre une stratégie

thérapeutique prometteuse (Deveci et al., 2018)
2.4.6.1. Activite anti-acétylcholinestérase

L'acétylcholinestérase est une enzyme impliquée dans [I'étiologie des maladies
neurodégénératives dont la maladie d’Alzheimer (Sharma, 2019). Cette enzyme catalyse

I’hydrolyse rapide de I’acétylcholine en choline et acide acétique entrainant son inactivation,
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I’acétylcholine ainsi dégradé peut étre recyclé sous forme de choline recaptée par le neurone

présynaptique et permettre la transmission d’un nouveau signal (Albano et al., 2012).

I1 existe une autre protéine dans le systéme nerveux central semblable a I’AChE qui
est le Butyrylcholinestérase (BChE) identifiée au départ dans le foie, le réle biologique de la
BChE n'est pas encore bien ¢lucidé¢, mais il a été suggéré qu’elle protége I’ AChE contre les
inhibiteurs. L’activité inhibitrice de I’AChE et la BChE est déterminée par la méthode
d’Ellman et al. (1961) qui utilise un substrat artificiel, I’acétylthiocholine (ACH) ou
butyrylcholine (BCH), dont I’hydrolyse conduit a la formation de thiocholine. Cette derniére
forme un dérivé coloré en jaune avec le DTNB (5,5’- dithiobis-[2nitrobenzoate]) (figure3).
L'inhibition de I'acétylcholinestérase et butyrylcholinestérase par les extraits a été étudiée a

I'aide du dosage sur microplaque.

Figure 3. Mécanismes chimiques de la méthode d’Ellman (Pohanka et al., 2011)

2.4.6.2. Activité inhibitrice de ’uréase

Certains microorganismes comme les bactéries, champignons et certaines plantes
convertissent I’urée en ammoniaque en faisant intervenir 1’uréase, une enzyme (EC 3.5.1.5) qui
intervient dans cette conversion. Cette enzyme est considérée comme un facteur de
pathogénicité de la bactérie Helicobacter pylori, la majeure cause des ulceres gastriques et des
autres troubles urinaires comme les calculs urinaires. En effet, la production de I’ammoniaque

au niveau de 1’estomac ou la bactérie se développe dans le mucus, permet I’augmentation du
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pH du milieu favorisant ainsi la survie et le développement de la bactérie (Korona-Glowniak et
al., 2020).

Des alternatives thérapeutiques au-dela des antibiotiques ont été explorées ces derniéres
années, notamment les vaccins, probiotiques, inactivation photodynamique, phagothérapie et
phytomédecine. Plusieurs études ont été réalisees dans le cadre de la recherche de plantes et
d'extraits/constituants de plantes comme possédant une action anti-H. pylori et une activité
gastroprotectrice. De plus, les composants d'origine naturelle ont été largement étudiés comme
inhibiteurs efficaces potentiels de I'uréase pour le traitement de I'infection a H. pylori (Korona-
Glowniak et al., 2020).

2.4.6.3. Activité inhibitrice de I’a-amylase

L'o-amylase est une endoenzyme [a-(1,4)-D-glucane glucanohydrolase (E.C.3.2.1.1)]
appartenant a la famille des hydrolases, responsable de la dégradation des hydrates de carbone
au niveau de l'intestin gréle. Cette dégradation permet I'absorption du glucose et fait augmenter
la glycémie. De ce fait, l'inhibition de cette enzyme permettra une limitation de l'augmentation
de la glycémie postprandiale (Goetz, 2007). Des chercheurs se sont intéresses au
développement d’inhibiteurs de I’a-amylase dans le but de ralentir 1’absorption des glucides
dans le sang et gérer par conséquent 1’obésité et le diabete, parmi les inhibiteurs, une attention
particuliére se fait pour les plantes médicinales dotées d’activité antidiabétique (Bandara et al.,

2012 ; Mozaffari-Khosravi et al., 2014 ; Abdollahi et Mobadery, 2020).

2.4.6.4. Activité inhibitrice de la tyrosinase

La tyrosinase (monophenol, dihydroxyphenylalanine:oxygen oxidoreductase EC
1.14.18.1) est une enzyme multifonctionnelle largement distribuée dans la nature (bactéries,
champignons, plantes et animaux). Dans le corps humain, elle est responsable de la formation
de la mélanine, un pigment biologique présent dans les cheveux, peau et partie colorée des
yeux. La formation de mélanine nuit a la qualité de la couleur et entraine une perte d'éléments
nutritifs et les valeurs marchandes des aliments et boissons d'origine végétale (Chang et al.,
2013). La tyrosinase catalyse I'hnydroxylation de la tyrosine en L-3,4-dihydroxyphénylalanine
(L-DOPA), qui est en outre oxydée en o-dopaquinone correspondante, conduisant a la

formation de la mélanine (Aumeeruddy-Elalfi et al., 2016).
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Peu d’études sont effectués pour évaluer 1’activité inhibitrice de la tyrosinase par les
HEs, cependant, certains composés tel que le citral possédent cette capacité (Capetti et al.,
2021),

2.5. Domaines d’utilisation
2.5.1. En agroalimentaire

L’homme a utilisé les HEs depuis plusieurs siecles pour enrichir la cuisine. Les
Egyptiens diffusaient des odeurs par le chauffage de mélanges contenant des HEs dans le but
d’augmenter 1’appétit des personnes malades. Les HEs sont finalement devenues des ardmes
naturels et des rehausseurs de goit dans de nombreux domaines de 1’agroalimentaire : liqueurs,
boissons, confiseries, plats cuisinés ... S’il n’existe pas réellement de régle, on peut dire que
les HEs plébiscitées pour des préparations salées sont issues d’épices et d’aromates alors que

les HEs d’agrumes seront préférées pour des parfums plus sucrés (Deschepper, 2017).

L’emballage alimentaire est destiné a protéger les aliments des facteurs externes comme
la température, la lumiére et I’humidité qui peuvent altérer 1’aliment. Ces emballages peuvent
aussi protéger le contenu alimentaire des altérations causées par des microorganismes. Une
large gamme d’HEs de plantes aromatiques ont été appliquées dans des emballages actifs et qui
sont considérées comme (GRAS, generally recognized as safe) (Ribeiro-Santos et al., 2017).
Les HEs peuvent étre incorporées dans des emballages alimentaires pour libérer leurs composés
a I’aliment a travers le temps. L’HE de basilic (Ocimum basilicum), les fleurs de camomille
(Matricaria chamomilla), graines de cardamome (Elettaria cardamomum) et de romarin
(Rosmarinus officinalis), a été appliquée aux aliments ou aux emballages alimentaires comme
antimicrobien et antioxydant (Ribeiro-Santos et al., 2017). L'activité antibactérienne des HEs
dépend de la disponibilité en oxygéne. L'utilisation de I'emballage sous vide avec de I'huile
d'origan a un effet synergique sur I'inhibition de Listeria monocytogenes et micro-organismes
d'altération (Vergis et al., 2015).

Hormis I’utilisation des HEs en emballage, ces dernieres sont aussi utilisées pour leur
pouvoir conservateur et inhibiteur de germes contaminants, citons par exemple I’effet inhibiteur
du thym, de la menthe, du laurier et leurs extraits alcooliques sur la croissance de S.
typhimurium, V. parahaemolyticus et S. aureus dans un milieu a été évalué par Ceylan et Fung,

(2004). S. typhimurium s'est avéré étre le moins sensible a ces épices. Le thym était le plus
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inhibiteur contre les bactéries testées. L’effet antimicrobien des HEs de sauge, romarin, cumin,
carvi, clou de girofle et thym contre P. fluorescens, S. marcescens,E. coli, Surcinasp.,
Micrococcus spp., S. aureus, B. subtilis, Mycobactérium phleiet, S. cerevisiae a été évalué. Les
HEs de clou de girofles, baie de piment, feuille de piment ayant de I'eugénol comme composant
majeur présentaient la concentration minimale inhibitrice étant de 10 & 100 pgcontre les Gram-
positif, Gram-négatif, levure et champignons (Macwan et al., 2016).

2.5.2. En agriculture

L’intérét actuel des chercheurs est de trouver des alternatives aux produits
phytosanitaires synthétiques et nocifs pour la population mondiale ainsi que pour la terre. En
effet, le contexte réglementaire actuel incite fortement a développer des produits
phytosanitaires d’origine naturelle. Les HES sont actuellement testées sur différentes cibles :
les insectes, les champignons, les bactéries, les adventices (mauvaises herbes) et également
pour la conservation des semences. Des produits a base d’HEs sont déja commercialisés dans
certains pays d’Europe. L’HE de clou de girofle (Syzygium aromaticum L.) est par exemple
proposée pour lutter contre des maladies de conservation des pommes et des poires. La menthe
verte (Mentha spicata L.) est utilisée pour inhiber la germination des pommes de terre. L’orange
douce (Citrus sinensis (L.) Osbeck) est proposée contre de nombreuses maladies et insectes

(mildiou, oidium, rouille blanche, cicadelles, aleurodes...).

De nouveaux produits a base d’HEs tardent a arriver sur le marché en raison d’une
reglementation complexe. En effet, leur autorisation est soumise a la réglementation des
produits phytopharmaceutiques, nécessitant d’apporter la preuve de I’efficacité et de la non
dangerosité du produit. L utilisation des HEs en agriculture biologique nécessite également leur
inscription sur une liste dite « positive » de produits autorisés (Deschepper, 2017). Des HEs
odoriférantes angiospermiques ont été aussi testées contre la souche toxigene d'Aspergillus

flavus.

L'HE de Thymus vulgaris L. a montré I'efficacité antifongique la plus élevée. L'HE de
thym inhibe absolument la croissance mycélienne d'Aspergillus flavus a 0,7 uLL/mL et présente
un large spectre fongitoxique contre huit champignons différents contaminant les aliments, a
savoir Fusarium oxysporum, Cladosporium herbarum, Curvularia lunata, Aspergillus terreus,

Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus, Alternaria alternata et Botryodiploidia theobromae.
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L'HE a également montré une efficacité antiaflatoxigéne significative car elle a
complétement arrété la production d'aflatoxine B1 a 0,6 pL/mL. L'HE de thym en tant que
fongicide a également été trouvée supérieure a la plupart des fongicides synthétiques courants.
La CL50 de I'HE de thym contre les souris a été enregistrée a 7142,85 ulL/kg de poids corporel
indiquant sa toxicité pour les non-mammiféres et renforcant son exploitation sre en tant que
conservateur pour les produits alimentaires stockés. Les résultats recommandent I'HE de thym
comme conservateur botanique potentiel dans le contrdle écologique de la bio détérioration des

produits alimentaires pendant le stockage (Kumar et al., 2008).
2.6. Composition chimique

Les avancées spectaculaires de la chimie analytique ces derniéres décennies dans le
domaine de la chimie analytique ont permis de montrer comment les enzymes végétales sont
capable de transformer des substances carbonées nutritives non volatiles en une myriade de
composés organiques volatiles et que chaque HE était constitué de dizaine, voire de centaines
de composés aux structures chimiques tres diversifiées (Fernandez et Chemat, 2012)

2.6.1. Généralités structurales

Les HEs sont des mélanges, souvent complexes, de constituants qui appartiennent, a
deux groupes caractérisés par des origines biogénétiques distinctes : le groupe des terpénoides
et le groupe des phényl propanoides qui est cependant moins fréquemment rencontré
(Bouzabata, 2015).

La composition chimique d’'une HE dépend d’un grand nombre de facteurs. Certains
sont liés aux méthodes d’extraction, mais la composition chimique de I’'HE dépend
principalement de la composition de I’essence produite par la plante, celle-ci étant fonction de
facteurs environnementaux mais avant tout du patrimoine génétique de la plante. Tandis que la
présence ou l'absence d'un constituant chimique a tout stade de croissance est exclusivement
déterminée par le patrimoine génétique de la plante, sa concentration est régie a la fois par la
génétique et des facteurs environnementaux (Deschepper, 2017).

Plusieurs milliers de molécules sont susceptibles d’étre retrouvées dans les HEs. Une
HE renferme a elle seule plusieurs dizaines, parfois centaines, de composés chimiques

différents, dans des proportions trés variables. A I’inverse, certaines HEs contiennent une
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molécule presque pure, rendant anecdotique la présence des autres composants (Deschepper,
2017).

2.6.1.1. Les composes terpéniques

Les composés terpéniques volatils sont les constituants les plus courants, les plus
abondants et les plus diversifiés des HES. Le mot « terpéne » tire son origine du mot terpentin
ou térébenthine, une oléorésine provenant du térébinthe (Pistacia terebenthinus).

Les composeés terpéniques sont des hydrocarbures de structure trés diverse (acycliques,
monocycliques, bicycliques...) constituant une chaine plus ou moins longue. Les molécules de
cette famille sont formées de 1'assemblage de deux ou plusieurs unités, 1’unité est composée de

cing carbones isopréniques, de formule brute (CsHg)n (Figueredo, 2007).

Les terpénes peuvent avoir des fonctionnalités chimiques différentes incluant les alcools
(linalool, geraniol, carveol, citronellol, terpineol, menthol, borneol, and bisabolol), les
aldéhydes (citral et citronellal), les phénols (thymol and carvacrol), les ketones (carvone et
camphor), les éthers (eucalyptol) et les hydrocarbones (cymene, pinene, limonene, et

phellandrene).

La biosynthese des isoprénoides fait intervenir un mécanisme biogénétique expliquant
la formation de la plupart des isoprénoides. Ce mécanisme considére I'acide mévalonique ou le
mévalonate comme précurseur universel des terpénes (Figueredo, 2007). L'acide mévalonique
est formé par condensations successives de 3 molécules d'acétyl-coenzyme A. La conversion
de I’acide mévalonique en structures hémiterpéniques débute par une double phosphorylation :
I'acide mévalonique-5-phosphate formé subit ensuite une décarboxylation et une déshydratation
pour donner l'isopenténylpyrophosphate (IPP). Le pyrophosphate d'isopentényle est isomérisé
par I’isopentényle diphosphate isomérase en diméthylallylpyrophosphate (DMAPP). Le
DMAPP ¢tant tres réactif est susceptible d’alkyler divers sites nucléophiles (Figueredo, 2007).

Le DMAPP qui, par additions séquentielles de I’IPP, aboutit a la formation des
précurseurs des différentes classes des terpénes. Ces précurseurs sont des esters
pyrophosphoriques d'alcools en (C5)n formés par addition séquentielle d’une unité en C5, le
pyrophosphate d'isopentényle (IPP), sur le pyrophosphate de phénylallyle. L'addition du
DMAPP sur la double liaison de I'IPP est catalysée par une GPP synthétase et conduit au

pyrophosphate de géranyle (GPP), précurseur des monoterpénes (Annexe 3.a). La réaction
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implique I’ionisation du pyrophosphate d’allyle et le départ du groupe pyrophosphate qui
permet 1’attaque électrophile simultanée et stéréo-sélective du carbocation allylique formé sur
la double liaison du pyrophosphate d’isopentényle. Le processus s’accompagne de 1'élimination
d'un proton H 2-pro-(R) de I'lPP, conduisant a la formation d'une double liaison trans, dans la
biosynthése du GPP. L'élimination d’un proton H 2-pro-(S) conduirait a la formation de
I'isomeére cis. Cette réaction de prénylation peut se poursuivre par I'addition de I'lPP sur le GPP
et conduire au pyrophosphate de farnésyle (FPP), précurseur des sesquiterpénes ; une
condensation ultérieure de I'IPP sur le FPP conduira au pyrophosphate de géranylgéranyl
(GGPP), précurseur des diterpénes et ainsi de suite pour former la série de pyrophosphates de
prénols allyliques homologues (Deschepper, 2017). A titre d’exemple, le pyrophosphate de
géranyle (GPP) est précurseur des monoterpenes, le pyrophosphate de farnésyle (FPP) est
précurseur des sesquiterpénes, le pyrophosphate de géranylgéranyle (GGPP) est précurseur des

diterpénes et le pyrophosphate de géranylfarnésyle (GFPP) est précurseur des sesquiterpenes.
2.6.1.2. Les hémiterpénes

Les hémiterpenes restent minoritaires dans les HEs, ils sont représentés par des alcools,
des esters ou des aldéhydes ; ils sont obtenus par des transformations secondaires intervenant
directement sur les IPP et le DMAPP. On trouve par exemple le (prénol 3-méthyl-3-buten-2-
ol) qui est le composé hémiterpénique le plus connu (Deschepper, 2017). Ils ne comportent

qu’une seule unité isoprene (méthyl-2butadiéne-1,3) en Cs (Teisseire, 1991).
2.6.1.3. Les monoterpénes

La formation d’un monoterpene fait intervenir une liaison 1-4 d’un IPP et d’un DMAPP
aboutissant a la formation d’un pyrophosphate de géranyle le précurseur des monoterpénes
(C10). IIs peuvent étre scindés en deux unités isopréniques, c’est le cas des trois alcools d’un

grand intérét : géraniol, nérol et linalool (Teisseire, 1991).

Les monoterpenes peuvent étre acycliques, mono-, bi- voire tricycliques et peuvent étre

a Dorigine d’alcools, esters, phénols, cétones, lactones, aldéhydes ou encore d’oxydes

(Deschepper, 2017) (Annexe 3.b).

La grande majorité des composés terpéniques connus résulte d’un couplage dit « téte—
gueue » d’unité isoprénique (Teisseire, 1991). Le géraniol, le linalol et le citronellol sont des

monoterpenes acycliques fréquemment rencontrés dans les huiles essentielles. Le limonéne,
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I’o-terpinene, le B-terpinéne, le y-terpinéne et également le terpinoléne sont des monoterpénes

monocycliques.
2.6.1.4. Les sesquiterpénes

Les sesquiterpenes (Annexe 3.c) forment un groupe structurellement diversifié mais
dont tous les membres dérivent du pyrophosphate de farnésyle qui est le précurseur des
sesquiterpeénes (C15). D une maniére générale nous pouvons classer ces différentes classes de

terpénoide dans le tableau 1.

Tableau 1. Classification des terpénoides (Habtemariam, 2019)

Nom N° unité 5 x Exemple de molécule
Hémiterpéenes 1 Isopréne

Monoterpénes 2 Aromes volatiles, parfums
Sesquiterpenes 3 Phytoalexines

Diterpéenes 4 Phytol, giberellines, phytoalexines
Triterpénes 6 Brassinostéroides, stérols de membranes, certaines
Tetraterpéenes 8 Caroténoides

Polyterpénes >8 Plastoquinones, ubiquinones, polymere

2.6.2. Analyses chromatographiques

La chromatographie en phase gazeuse (GC) est un outil primordial dans 1’analyse des
HEs. Cette technique d’analyse s’est rapidement imposée de par son coft relativement modére,
son automatisation, sa robustesse et sa large gamme de colonnes et de détecteurs disponibles.
Basée principalement sur la séparation de composés gazeux selon leur affinité pour la phase

stationnaire c’est a dire la colonne (Fernandez et Chemat, 2012).

Le principe se base sur ’affinité des composés a la phase stationnaire (colonne), de ce
fait les composés a identifier doivent étre thermostables puisque ’analyse des composés solide
ou liquide doit les faire passer par I’état gazeux par chauffage, c’est la contrainte N°1 de la
technique (Fernandez et Chemat, 2012). En bref, le principe de la chromatograhie est basé sur
la séparation des composants d’un mélange liquide volatil en commencant par 1’injection au
moyen d’une microseringue a travers une pastille de caoutchouc appelée septum dans une petite

chambre se situant en amont de la colonne sur le circuit des gaz appelée injecteur. Les

23



Revue bibliographique 2. Huiles essentielles

constituants du mélange injectés seraient entrainés a la méme vitesse que celle du gaz porteur
s’ils n’auraient pas été freinés par I’interaction de leurs molécules avec celles de la phase
stationnaire, de ce fait les constituants du mélange vont se détacher 1’un aprés 1’autre dans le
parcours de la colonne selon leur affinité a la phase stationnaire jusqu’a arriver au niveau du
détecteur qui calcule en continue la conductivité thermique du gaz a la sortie de la colonne et

cela permet d’identifier les composants (Tranchant, 1995).

Les détecteurs de la chromatographie en phase gazeuse couplée ne donnent pas
d’informations sur la nature des composés ¢élués, donc en adaptant a la sortie de colonne un
détecteur de masse (GC-SM), on obtient le spectre de fragmentation de chacun des composés
élués en tracant le chromatogramme représentatif de ces composes (Fernandez et Chemat,
2012) (Annexe 4).
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3.1. Thymus willdenowii Boiss
3.1.1. Origine et répartition géographique

Le Thym (Thymus willdenowii Boiss ; Synonyme : Thymus hirtus) est I’'une des PAM
les plus utilisées depuis les temps les plus anciens, rajoutées aux préparations culinaires ou
comme infusion. Le nom "Thymus" provient du mot grec « thymon » qui signifie "parfum™ a
cause de I’odeur agréable que la plante dégage naturellement ou lorsqu’on la fait briler (Zeghib

etal., 2019).

Les plantes du genre Thymus ont comme origine la région méditerranéenne, la péninsule
ibérique et le nord-ouest africain, d'ou il se propage en Europe, au Groenland, en Amérique du
Nord et en Abyssinie, ainsi qu'en Asie (Li et al., 2019). Edmund Boissier (1839-1845) le
fameux botaniste suisse a étudié et a décrit de nouvelles espéces de la péninsule Ibérique, le
résultat de plusieurs années de recherche en voyageant a travers 1I’Espagne. Il a également
étudié et décrit des especes de Thym du nord d’Afrique, de la Gréce et de la Turquie. L espéce
Thymus willdenowii a été décrite comme étant une plante retrouvée seulement dans le nord-
africain spéecialement en Algérie et nord du Maroc, qu’il nota dans son livre Flora Orientalis
(Stahl-Biskup et Saez, 2002).

3.1.2. Classification

La classification de thym étudié est la suivante :
Classe : Magnoliopsida
Famille : Lamiaceae
Genre : Thymus
Espece : Thymus willdenowii Boiss
Nom commun : Thym ou Thyme

Nom vernaculaire : « Ziitra » ou «Zaftra» https://www.tela-botanica.org/isfan-nn-145452-

synthese
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3.1.3. Description botanique

En Algérie, ce genre regroupe 12 especes qui sont : T. capitatus (L.) Hoffin et Link., T.
fontanesii Boiss et Reut., T. commutatus (Bali.) Batt., T. dreatensis Batt., T.numidicus Poiret .,
T. guyoniide Noé., T. lanceolatus Desf., T. pallidus Coss., T. glandulosus Lag., T. hirtus Willd.,
T. algeriensis Boiss et Reut., T. ciliatus Desf qui regroupe 3 sub espéces qui sont: ciliatus

Maire, coloratus (Boiss. et Reut) Batt et munbyanus (Boiss. et Reut.) (Quezel et Santa, 1963).

D’apres Li et al. (2019), le genre Thymus appartenant a la famille des Lamiaceae,
contient environs 250 taxons (214 espéces et 36 sous especes) a travers le monde. Elle regroupe
des herbes annuelles ou vivaces, des arbustes ou encore des sous-arbrisseaux, rarement
ligneuses, souvent velues, a tige généralement quadrangulaire. Les feuilles sont opposées et
décussées (disposées par paires opposées), dépourvues de stipules, a limbe généralement dente.
Les fleurs généralement sont hermaphrodites, a symétrie bilatérale ou parfois presque radiaire.
Les sépales (calice) et les pétales (corolle) sont soudés en tubes comportant habituellement
quatre ou cing lobes, ou levres, de forme irréguliére (symétrie bilatérale). Les deux, quatre ou
cinq étamines sont attachées a I’intérieur du tube corollaire. L ovaire est supere, libre et possede

deux carpelles (Nouioua et Gherabi, 2021).

T. willdenowii est une plante basse sous-ligneuse, caractérisée par des feuilles vert foncé
de 4-10 mm de long, et de forme elliptique a oblongue et a tige courte. Ces feuilles sont
recouvertes de poils et de glandes (appelés trichomes), ces derniers contiennent I’HE
majoritairement composée de monoterpenes (Nouioua et Gherabi, 2021). La figure 4 représente
la plante Thymus willdenowii Boiss. C’est un arbrisseau érigé, odorant, a inflorescence,
possédant un calice en forme de cloche avec deux levres, 1évre supérieure a 3 dents, I’inférieure
a deux lobes. La corolle a deux levres, 4 étamines saillantes plus ou moins divergentes (Quezel
et Santa, 1963 ; Yousfi, 2020).
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Figure 4. Photo de Thymus willdenowii

https://www.teline.fr/en/photos/lamiaceae/thymus-willdenowii

3.1.4. Utilisation

Parmi les plantes utilisées en phytothérapie, le thym trouve un large emploi comme
antiseptique, antiviral, stomachique et expectorant. L’infusion du thym peut s’utiliser en bain
de bouche en cas d’inflammation des gencives et en gargarisme en cas d’irritation de la gorge

ou d’angine (Laredj, 2016).

Des enquétes ethnobotaniques ont été effectuées aupres de la population dans une étude
menée au Maroc et il s’en est découlée 1’utilisation dominante de la feuille de la plante Thymus
willdenowii, la majorité des remedes est préparée sous forme de décoction et les affections de
’appareil digestif figurent parmi les pathologies les plus traitées (Daoudi et al., 2016). D’autres
utilisent cette méme plante pour traiter les diarrhées, les infections des voies respiratoires et les

infections des voies urinaires mais aussi comme conservateur culinaire (Yousfi, 2020).
3.1.5. Activités pharmacologiques
3.1.5.1. Activité anti-inflammatoire

L’activité anti-inflammatoire topique des feuilles de Thymus willdenowii, a été étudiée
a l'aide du test de l'oreille a I'huile de croton chez la souris et a montré que I'activité se concentre
dans I'extrait chloroformique, qui a une puissance similaire a celle de lI'indométacine, I'anti-
inflammatoire non stéroidien utilisé comme référence (ID50 (dose donnant 50 % d'inhibition

de I'eedéme) = 83 pg/cm? et 93 pg/cm?, respectivement).
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Les principaux composés responsables de [l'activité anti-inflammatoire de T.
willdenowiisont l'acide ursolique et l'acide oléanolique. Les flavonoides lutéoline-3'-O-
glucuronide et ériodictyol-7-O-glucoside ont été trouvés pour la premiere fois dans le genre
Thymus (Ismaili et al., 2001).

Par ailleurs, Guesmi et al. (2014) ont conclu que 1’administration orale de T. hirtus sp.
algeriensis Boiss a la dose de 177 et 180 mL/kg inhibait un ulcére gastrique induit par HCI/

éthanol.

3.1.5.2. Activité antimicrobienne

L’HE de T. willdenowii a été testée pour son activité antimicrobienne, révélant un
pouvoir antibactérien avéré avec des valeurs de CMI et CMB intéressantes
(diameétred’inhibition=10mm pour Staphylococcus aureus ATCC25923 pour I’HE de la partie
végétative et 12mm pour la partie florale), (Bnina et al., 2009). L’activité antibactérienne avérée
est probablement due a la présence de monoterpénes et sesquiterpéne dans cette huile (thymol,
eucalyptol, eamphor) comme reporté par (Guesmi et al., 2018). D’autres activités antifongiques
ont été attribuée a cette HE avec une activité plus accrue pour les levures que pour les bactéries,

les résultats obtenus par Bnina et al. (2009) le confirment.
3.2. Cymbopogon citratus (DC) Stapf
3.2.1. Origine et répartition géographique

La plante est une herbe indigene du sud de I'Inde et du Sri Lanka, mais pousse
aujourd'hui spontanément dans le monde entier, en particulier dans d'autres régions tropicales,
subtropicales et de savane (Kassahun et al., 2020). Le nom du genre vient des mots grecs
« kymbe » signifiant un bateau et « pogon » signifiant une barbe. Connue sous le nom de

Citronnelle ou Citronella a travers le monde.

Dans les régions tropicales et subtropicales, environ 140 espéces de Cymbopogon sont
trouvées. Parmi celles-ci, 52 espéces sont dispersées dans 1’ Afrique, 45 dans le sous-continent
(dont huit especes poussent au Pakistan), six en Australie et Amérique du Sud, quatre dans les
pays européens et deux dans I'hémisphere occidental. Cette plante est endémique de I'Inde et

pousse également aux Antilles, au Guatemala, en Haiti et au Pakistan. Peut pousser également

28



Revue bibliographique 3. Données bibliographiques sur les plantes étudiées

dans divers environnements mais un climat chaud et humide avec un ensoleillement suffisant

est idéal pour sa croissance. L'age total de la citronnelle est de 548 a 730 jours (Abida, 2014)
3.2.2. Classification

D’aprés Shah et al. (2011), la classification de la citronnelle est la suivante :
Regne: Plantae
Division: Magnoliophyta
Classe: Liliopsida
Ordre: Poales
Famille: Poaceae
Genre: Cymbopogon Spreng
Espéce: Cymbopogon citratus
3.2.3. Description botanique

Cymbopogon citratus, plante vivace aux feuilles longues et fines, fait partie des plantes
médicinales largement cultivées pour ses HEs dans de nombreuses régions du monde. Les
feuilles en forme de laniere mesurent de 1,3 a 2,5 cm de large, environ 0,9 m de long (Shah et
al., 2011). C’est une herbe vivace agglomérante sensible au gel. C'est aussi une herbe
ornementale exceptionnelle qui donne une grande beauté aux jardins, que ses utilisations
culinaires soient exploitées ou non. La plante forme généralement une touffe dense et arrondie
de feuillage en une saison de croissance (figure 5). Les feuilles linéaires sont vert clair et

dégagent un parfum citronné lorsqu'elles sont froissées et la plante produit rarement des fleurs.
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Figure 5. Photo de Cymbopogon citratus

http://www.homejardin.com/citronnelle/cymbopogon-citratus.html

3.2.4. Utilisation

La plante est largement répandue et consommée pour ses effets médicinaux,
cosmétiques et nutritionnels depuis des siécles. La consommation d'infusions et de décoctions
a base de C. citratus est une pratique courante dans divers pays depuis la découverte de la valeur

médicinale de la plante (Ekpenyong et al., 2015).

Cymbopogon citratus est utilisé comme drogue populaire ancienne dans le cadre du
traitement de [I'affection nerveuse, troubles gastro-intestinaux, fievre et maladies
cardiovasculaires. Elle est également un remede populaire contre la toux, I'hypertrophie, grippe,

gingivite, maux de téte, lepre, paludisme, en ophtalmologie et maladies respiratoires.

C'est surtout pris dans la variété du « thé » comme reméde du relachement des intestins
et des douleurs abdominales. Cymbopogon citratus a des propriétés carminatives et
insectifuges. L’HE de Cymbopogon citratus a été revendiquée pour posséder une activité
antihelminthique (Kassahun et al., 2020). En Inde, la plante est utilisée pour les problemes
neurologiques, en Chine en tant qu'anxiolytique, en Amérique centrale pour soulager la toux.
Au sein des Tles Maurice et dans la péninsule, il est courant d'utiliser la tisane de citronnelle
contre la fiévre et la pneumonie. Au Brésil populairement utilisé comme spasmolytique,

analgesique, anti-inflammatoire, antipyrétique, médicament et sédatif. Au Nigeria, est utilisee
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comme antipyrétique, et pour ses effets stimulants. En République d'Indonésie, est indiquée
pour favoriser la diurese et la transpiration. En Argentine la décoction de feuilles se prend par
voie orale pour les maladies inflammatoires. L'extrait a I'eau chaude de la plante entiére est
utilisé a I'extérieur pour la cicatrisation des plaies et des fractures osseuses. Aux Etats-Unis et
en Thailande la plante est prise par voie orale pour le diabéte. L'extrait a I’eau chaude de feuilles
séchées se prend par voie orale comme hypotenseur, et comme antispasmodique rénal et
diuretique en Egypte. En Afrique et en Asie, c'est considéré comme antitussif, antiseptique,

stomacal, antirhumatismal et pour traiter les maux de dos (Ekpenyong et al., 2015)

Les extraits de feuilles de citronnelle ont également une protection contre le stress
oxydatif, hypotenseur, vaso-relaxant et chimio-prévention du cancer (Puatanachokchai et al.,
2002).

3.2.5. Propriétés pharmacologiques
3.2.5.1. Propriété antimicrobienne

Difféerentes études ont investigué le potentiel antibactérien de la plante C. citratus
aboutissant a conclure que I’effet antibactérien était plus remarqué contre les bactéries Gram
positives (diamétre d’inhibition 29,66, 28 et 24,66 mm pour les Gram positive : S. aureus,
Bacillus cereus et Bacillus subtilis respectivement) que celle a Gram négative (22,33, 17 et 00
pour les Gram négatives : E. coli, K. pneumonia, P. aeruginosa) (Shah et al., 2011; Kassahun
et al., 2020).

Hormis son pouvoir antibactérien, la citronnelle est connue, a travers plusieurs études,
pour ses activités indiquant que I'huile est active contre les dermatophytes comme Trichophyton
mentagrophytes, T. rubrum, Epidermophyto nfloccosum et Microsporum gypseum et fait partie

des agents les plus actifs contre les dermatophytes humains (Shah et al., 2011)
3.2.5.2. Propriété anti-inflammatoire

De par sa richesse en Citral, la plante est dotée d’un potentiel anti-inflammatoire avéré
(I'évaluation de l'activité anti-inflammatoire topique de 1’infusion de citronnelle réalisee par le
modele d'cedeéme de la patte de rat induit par la carraghénane a révélé une réduction de I’cedéme

de 43,18%). Plusieurs études ont déterminé I’efficacité de la plante, in Vitro, pour conclure que
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I’HE de C. citratus pouvait étre associée a I’inhibition de la synthése et la sécrétion de plusieurs

médiateurs de ’inflammation nonobstant son effet antioxydant aussi (Costa et al., 2016).

L’inflammation est la réponse du corps a une attaque pathogéne du systeme immunitaire
et parmi les effets de cette inflammation, 1’activation du géne de la lipoxygénase (LOX), en
effet, des études en silico ont conclu qu’il y avait une interaction entre plusieurs composés de

I’HE de Cymbopogon citratus et I’activité du géne LOX par inhibition de ce dernier.

3.2.5.3. Toxicité

L’utilisation des HEs requiert une prise de précautions particuliéres notamment si ces
derniéres sont utilisées pour aromatiser des aliments destinés a I’alimentation humaine, a cause
des risques de cancer, ¢’est dans cette optique que Fandohan et al. (2008) ont évalué, in vivo,
la toxicité de C. citratus et n’ont observé aucun décés au jour 1 dans le groupe de rats ayant
regu I’HE de C. citratusdes doses de 5 a 1500 mg/kg de poids corporel. Cependant la mortalité
animale a éte enregistrée a des doses létale médianes >3250 mg/kg de poids corporel.

3.3. Aloysia citriodora Palau

3.3.1. Origine et répartition géographique

Aloysia citriodora Palau est un arbuste originaire du sud Amérique et communément
appelée verveine citronnée. Il est cultivé en Afrique du Nord, en Europe du Sud et Iran. C'est
une plante aromatique utilisée partout dans le monde a des fins médicinales (Bensabah et al.,
2015) et comme additif culinaire ou comme boissons (Oukerrou et al., 2017). L’infusion de
verveine contient des quantités importantes de polyphénols, tels que sous forme de glycosides
phénylpropanoides, en particulier le verbascoside et la flavone, les diglucuronides tels que la
lutéoline-7-diglucuronide, qui a une activité antioxydante élevée (Afrasiabian et al., 2019).

Noms vernaculaires : Verveine odorante, Verveine citronnelle, Verveine du Pérou,
Verveine a trois feuilles, Aloysia a trois feuilles, Aloysia citronnée (Francais), Aloysia a odeur
de melisse, Verveine citronnelle (Francais), Lemon verbena, Lemon beebrush (Anglais)
(Museum national d’Histoire, 2022). La littérature botanique révele une variété de noms, y

compris Aloysia triphylla.

En Amérique du sud, les botanistes lui donnerent le nom du genre Lippi, en mémoire

d'un naturaliste Italien d'origine Francgaise, Augustin Lippi et puis un autre botaniste d’origine
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Espagnol en 1785, lanomma Aloysia en I'honneur de Maria Luisa, princesse de Parme et épouse
de Charles IV d'Espagne propriétaire du jardin Real Jardin de Madrid ou la plante a été
importée. Cette plante originaire des Andes pousse au Chili et au Pérou et est cultivée en

Amérique du Sud (Bolivie, Breésil, Uruguay, Argentine) et aux Caraibes (Ghédira, 2017).
3.2. Classification

D’apres Ghédira et Goetz (2017), la classification de la verveine citronnelle est la suivante :
Regne : Plantea
Super-division : Embryophyta
Division : Tracheophyta
Classe : Magnoliopsida
Super-ordre : Asteranae
Ordre : Lamiales
Famille : Verbenaceae
Genre : Aloysia Juss

Espéce : Aloysia citriodora Palau
3.3. Description botanique

Le genre Aloysia appartient a la famille des Verbénacées et comprend environ 200
espéces d'herbes, d'arbustes et de petits arbres (Argyropoulou et al., 2007). La verveine
odorante est un arbrisseau ramifié pouvant atteindre 1 a 1,5 m dont les longues tiges anguleuses
et cannelées portent des feuilles rudes courtement pétiolées, verticillées par trois (parfois par
quatre) (figure 6). Les fleurs, de petites tailles, nombreuses disposées en épis, possedent quatre
pétales soudés a la base en un tube et étalés en quatre lobes. La nervation est pennée ; la nervure
médiane est trés proéminente sur la face inférieure, les nervures secondaires beaucoup plus
fines mains nettement distinctes, les nervures tertiaires sont anastomosées en réseau. L’ espéce
peut étre cultivée sur le pourtour méditerranéen (Ghédira, 2017; Teuscher et al., 2005). Les

pétales forment un entonnoir de 4-5 mm a la base qui recouvre 2 étamines longues et 2 courtes.
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La floraison étant en été excrétant une senteur trés forte sur les flancs des collines des

montagnes (Elechosa et al., 2017).

Figure 6. Photo d’Aloysia citriodora

(https://www.missouribotanicalgarden.org/PlantFinder/PlantFinderDetails.aspx?taxonid=291522)

3.4. Utilisation

La plante est largement utilisée a des fins médicinales et aromatiques en Amérique du
Sud. Selon les données de la littérature, les rapports sur I'utilisation traditionnelle de cette espece
remontent au 17éme siecle, montrant son importance ethno pharmacologique en tant que plante
médicinale utilisée par la culture Inca (Bahramsoltani et al., 2018). La préparation la plus
commune étant en infusion pour les adultes, elle est prescrite contre les vertiges, 1’épilepsie, le
ballonnement et les spasmes, utilisée aussi contre les douleurs abdominales et comme

hypotenseur et rafraichissant (Chaachouay et al., 2021).

La plante est egalement utilisée pour la gestion de I'insomnie et I'anxiété dans les pays
latino-américains, Dans la médecine traditionnelle mexicaine, la plante est utilisée pour les
troubles gastriques, la tristesse et nervosité et son HE est utilisée comme bactéricide ainsi que

pour des problemes dermiques (Bahramsoltani et al., 2018). Les feuilles de la plante sont aussi
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utilisées pour 1’aromatisation de quelques boissons, dans les assaisonnements dans les

préparations alimentaires, comme stimulent de 1’appétit (Pascual et al., 2001).
3.5. Propriétés pharmacologiques

3.5.1. Propriétés thérapeutiques

Malgré les vastes activités biologiques de la verveine, il n’y a pas de revue actuelle
résumant les propriétés médicinales de la plante (Bahramsoltani et al., 2018). Cependant,
plusieurs travaux, in vitro, ont eu pour objet 1’¢tude des propriétés pharmacologiques de cette
plante en prenant en compte les aspects toxicologiques de la verveine odorante qui ont été
évalués, une dose de 0,5 mg/kg d'extrait de plante était sans danger chez les femelles gestantes

sans aucune propriété tératogene (Bahramsoltani et al., 2018).

Par ailleurs, Tandisehpanah et al. (2022) ont investigué 1’effet protecteur des extraits
aqueux et éthanoliques de Lippia citriodora Kunth sur la neurotoxicité induite par I'acrylamide,
une dose de 12-120 ug/mL améliorait I’effet toxique de I’acrylamide sur les cellules PC12 en

inhibant le stress oxydatif et I’apoptose.

La verveine est aussi connue pour ses propriétés seédatives et relaxantes, antiseptique

intestinal, antispasmodique, antipyrétique, pour le traitement de 1’hypertension artérielle
(Pascual et al., 2001).

3.5.2. Propriété anti-inflammatoire

Plusieurs études ont montré 1’effet anti-inflammatoire et anti-nociceptif (inhiber ou
atténuer la sensation de douleur dans I'organisme) de la plante. En effet, I'administration de
I'extrait d'hexane et le citral, le principal composant chimique de la plante, ont montré une
activité inhibitrice sur la sensation douloureuse et la contraction du muscle de l'utérus d'une
maniere dépendante de la concentration (I’étrait d’hexane de la plante a enregistré un effet
inhibiteur intéressant sur la Prostaglandin F2, (PGF2,) responsable des contractions

menstruelles douloureuses)(Ponce-Monter et al., 2010).
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4.1. Genéralités sur le yaourt

A l'origine, la fonction premiére de la fermentation du lait était pour prolonger sa durée
de conservation. Cela s'est accompagné de nombreux avantages, tels qu'un got amélioré et une
meilleure digestibilit¢é du lait, ainsi que la fabrication d’une grande variét¢ de produits.
Historiquement la fermentation du lait remonte a environ 10 000 avant I’ére commune (Surono
et Hosono, 2011). Il est probable que la fermentation s'est d'abord produite spontanément par
la microflore indigéne présente dans le lait (Laithier, 2011).

En plus du yaourt, il y a de nombreux types de laits fermentés fabriqués dans différentes
parties du monde. En effet, autour de 400 appellations s'appliquent aux métiers traditionnels et
industriels produits a base de lait fermenté. En général, les différents les types de laits fermentés
tendent a étre classes selon les méthodes de fermentation et/ou de transformation, qui sont liés

aux micro-organismes impliqués (Surono et Hosono, 2011).

Le mot yaourt (yoghourt ou yogourt) originaire d’Asie, vient de « yoghurmark », mot
turc signifiant « épaissir ». En 1902, deux médecins francais, Ris et Khoury, isolent les bactéries
présentes dans un lait fermenté égyptien. Metchnikoff (1845-1916) isole ensuite la bactérie
spécifique du yaourt « le bacille bulgare », analyse 1’action acidifiante du lait caill¢ et suggere
une méthode de production sure et réguliere. En effet, c’est en 1919 qu’lsaac Carasso

commence a produire du yaourt a Barcelone selon des procédés industriels (Meghachou, 2013).

Selon le Codex alimentarius et la FAO (Food and Agriculture Organization, 1975), le
yaourt est un « produit laitier coagulé obtenu par fermentation lactique grace a l'action de
Lactobacillus delbrueckii sub sp bulgaricus et Streptococcus thermophilus a partir du lait
(pasteurisé, concentré, partiellement écrémé enrichi en extrait sec) ». Les bactéries dans le
produit fini doivent étre vivantes et présentes en abondance. Ces produits doivent notamment
étre maintenus jusqu'a leur consommation a une température comprise entre 0 et 6 °C pour que

les bactéries lactiques restent vivantes.

Ces regles sont inscrites dans la norme AFNOR NF VO4-600 sur les produits fermentés.
Selon la norme A-11a de 1975 du Codex Alimentarius, 1’adjonction de substances comme la
poudre de lait écrémé, les protéines lactosériques concentrées ou non, ou le lactoserum

concentré ou non dans les yaourts, est facultative mais autorisée (Lesme, 2019).
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Le yaourt et les produits similaires au yaourt sont largement fabriqueés dans la région
méditerranéenne, I'Asie, I'Afrique et I'Europe centrale. Les synonymes de yaourt ou de laits
fermentés apparentés dans divers pays sont présentés dans le tableau 2. « Zabady » ou Le yaourt
égyptien est traditionnellement fabriqué a partir de lait de brebis. « Dahi » et « dadih » sont des
yaourts indiens et indonésiens, respectivement. Le lait de bufflonne est souvent utilisé dans la

fabrication de ces produits, parfois en combinaison avec des bovins (Surono and Hosono, 2011).

La dénomination « laits fermentés » est réservée aux produits laitiers préparés avec des
laits écrémés ou non sous forme liquide, concentrés ou en poudre. Ils pourront étre enrichis

avec des constituants du lait tels que la poudre de lait ou les protéines de lait.

Le lait subit un traitement thermique au moins équivalent a la pasteurisation et est ensemencé

avec des microorganismes caractéristiques de chaque produit (Frédot, 2005).

Tableau 2. Synonyme du yaourt dans différents pays (Tamime et Robinson, 2007)

Synonyme Pays

Dahi Inde

Dadih Indonésie

Katyk Kazakhstan

Laben, leben Liban, Egypte
Laben, rayeb Arabie saoudite
Mast Iran, Irag, Afghanistan
Matzoon, madzoon Arménie

Roba, rob Egypte, Soudan, Iraq
Tarho Hongrie

Tiaourti Gréce

Yaourt Russie, Bulgarie
Zabady, zabade ,Zabade | Egypte, Sudan

4.2. Procédeé de fabrication de yaourt

Le lait de vache représente la matiére premiére indispensable pour la fabrication du
yaourt. Les yaourts peuvent étre fabriqués a partir de lait entier (3.9% de matiére grasse), demi-
écrémé (1.5% de matiere grasse) ou écrémé (moins de 0.5% de matiére grasse). L appellation
des yaourts selon la teneur en matiere grasse est reglementée par le déecret européen n°88-1203
(30/12/1988). Le diagramme de fabrication du yaourt en industrie est illustré dans la figure

(Annexe 5). Le procédé de fabrication se découpe en plusieurs étapes :
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a) La standardisation du mélange

La standardisation du lait se fait par I’ajustement de la matiére grasse a 0,5-3,0 g /100 g
ainsi que la fortification du lait avec de la poudre de lait afin d’ajuster I’extrait sec dégraissé
(ESD) (Béal et Helinck, 2019). 1l est a noter que le but de la standardisation par ajustement de
la matiére grasse a un effet sur I'onctuosité et la sensation de douceur en bouche, pour ce qui
est de la standardisation des protéines, le but étant leur coagulation et leur capacité de liaison
avec l'eau, agissent sur la texture, particulierement sur la viscosité, la consistance, I'élasticité et
la fermeté (Mihoubi, 2019)

b) L’homogénéisation

Le but de ’homogénéisation est principalement d’assurer une meilleure dispersion des
globules gras en réduisant leur diamétre et empéchant leur migration en haut des cuves et ainsi

donner une consistance plus uniforme (Mihoubi, 2019).
c) Le traitement thermique

Il vise a réduire la charge microbienne, a inactiver les peroxydases du lait, a produire
des facteurs de stimulation des bactéries (acide formique et composés azotés assimilables) et a
améliorer les propriétés physiques du yaourt (viscosité, capacité de rétention d’eau). Il contribue
a dénaturer 80 % de la fraction protéique sérique, soit totalement 1’a-lactalbumine et la f-

lactoglobuline, ce qui assure une bonne texture du produit fini (Béal et Helinck, 2019).

Il'y a deux types de traitements thermiques, par batch : 15-30 min a 85-90 °C et ou 3-7 min a
90-95 °C lors des traitements thermiques continus Le lait est ensuite refroidi a la température
de fermentation (entre 37 °C et 45 °C) (Béal et Helinck, 2019).

d) La fermentation lactique

Le lait standardise ou enrichi et traité thermiquement, subit un refroidissement a la
temperature de fermentation qui oscille de 40 a 45°C ; température optimale de développement
symbiotique des bactéries lactiques du yaourt. L’ensemencement varie de 1 & 7% suivant le
type de I’inoculum et le type de yaourt a produire (Paci Kora, 2004). Néanmoins, la
fermentation lente peut s’effectuer a 30°C pendant 16-18h ou bien jusqu’a atteindre le degré

d’acidité voulu (Tamime et Marshall, 1997)
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e) Le conditionnement et stockage

Les yaourts subissent une conservation frigorifique a des températures de 4 a 6°C. Le
refroidissement est 1’opération qui permet de stopper la fermentation. Il doit permettre de faire
passer la « masse blanche » rapidement de 40-45 °C a 4 °C, afin de bloquer au plus vite les
activités métaboliques et enzymatiques et de limiter les problemes de post-acidification. Les
laits fermentés sont conditionnés dans deux types de matériaux d’emballage : le verre, réservé

aux produits de type haut de gamme, ou le plastique (Béal et Helinck, 2019).
4.3. Qualités des yaourts
4.3.1. Qualité nutritionnelle

Le yaourt contient des vitamines et sels minéraux présents préalablement dans le lait. |1
présente en moyenne des teneurs de 04 a 05 % de protéines, 05 a 20 % de glucides selon qu’il
est nature ou sucré et 03 % de lipides. Au cours de la fermentation, la composition du lait subit
un certain nombre de modifications. Certaines de ces modifications en font un produit de
meilleure valeur nutritionnelle (Tamime et Robinson, 2007). L’analyse quantitative des valeurs

nutritionnelles d’un yaourt de 100g sont mentionnés dans le tableau 3.
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Tableau 3. Valeur nutritionnelle moyenne des yaourts (Frédot, 2005)

Valeur
Type de yaourt Protéines | Lipides | Glucides | Calcium | énergétique

KJ Kcal
Yaourt nature 4 1 5 170 200 50
;(natci):rrt nature au lait 4 35 5 150 300 70
Yaourt nature aux fruits 4 - 5 150 200 50
Yaourt nature maigre 4 Variable 18 130 500 100
Yaourt aux fruits 4 Variable 14 150 350 85
Yaourt aromatisé 3 1,5 14 150 350 85
Yaourt a boire sucré 3 1,5 14 110 320 75

- ne contient pas

Concernant les sucres disponibles, les yaourts naturels contiennent un nombre de mono

et disaccharides en trace mais le lactose est dominant (Tamime et Robinson, 2007).

Les sucres non disponibles sont présents dans les stabilisateurs additionnés au yaourt
afin de contourner la synérése (par exemple, la gomme de guar, la gomme de caroube, ainsi car
les carraghénanes et les dériveés cellulosiques). Ces sucres peuvent avoir de multiples fonctions
comme la stimulation du péristaltisme des intestins évitant ainsi des maladies du colon ainsi
que 1’abaissement du taux de cholestérol dans le sang (Tamime et Robinson, 2007). Les
exopolysachharides (EPS) sont secrétés par certains lactobacilles et bifidobactéries incluant S.
thermophilus durant leur croissance, ce composé reste attaché a la surface des cellules
bactériennes et contribue positivement aux propriétés des yaourts. 1l a été noté que les EPS er
certains types d'EPS peuvent agir comme prébiotiques, c'est-a-dire stimuler la croissance de
certains groupes de bactéries souhaitables dans le c6lon (Tamime et Robinson, 2007).

Il est connu que le yaourt contient une valeur supérieure de protéines que celle du lait
du fait de 1’ajout de la poudre de lait écrémé au cours de la fabrication, il est important que les
protéines du yaourt soient totalement digestibles, une caractéristique renforcée par le fait qu'un

certain degre de la protéolyse initiale est causée par les organismes starters eux-mémes.

L'étendue de cette protéolyse dépendra des souches de bactéries employées mais, en
général, une certaine libération d'acides aminés et de peptides peut étre attendue pendant

I'incubation et le stockage (Tamime et Robinson, 2007). Durant la digestion des protéines du
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lait, les peptides sont libérés, ces derniers possedent des roles physiologiques importants dans

le corps humain.
4.3.2. Qualité microbiologique

L’objectif de 1’analyse microbiologique des yaourts est la recherche et quantification
des germes indicateurs d’une contamination ou d’un probléme lors du procédé de fabrication
présentant un danger pour le consommateur. Selon I’Arrété interministériel Algérien N°39
correspondants au 2 juillet 2017, relatif aux spécifications microbiologiques de certaines
denrées alimentaires, les criteres microbiologiques du yaourt sont illustrés dans le tableau 4.

Tableau 4. Critéres microbiologiques du yaourt a I’échelle industrielle

Yaourt N C m M
Coliformes totaux 5 2 10 102
Coliformes fécaux 5 2 10 102

Staphylococcus aureus 5 2 10 102
Salmonelles 5 0 Absence dans 259
Listeria monocytogenes 5 0 100

N : Nombre d’unité composant 1I’échantillon.

C : Nombre d’unités de 1’échantillon donnant des valeurs situeés entre m et M.

m : le seuil au-dessous duquel le produit est considéré comme étant de qualité satisfaisante.
Tous les résultats égaux ou inférieurs a ces critéres ne sont pas considérés comme satisfaisants,
sans autant que le produit soit considéré comme toxique.

M : seuil limite d’acceptabilité au-dela duquel les résultats ne sont plus considérés comme
satisfaisants, sans pour autant que le produit soit considéré comme toxique ;

M : 10m : lors du dénombrement effectué en milieu solide.

M : 30m : lors de dénombrement effectué en milieu liquide.
4.3.3. Qualité organoleptique

La production des yaourts est régie par certaines conditions telles que le maintien de la
texture ferme du produit au cours de la fermentation ainsi que durant le stockage (Muhammad
et al., 2012). Différents composés volatils et aromatiques interviennent dans la saveur et
I'appétence du yaourt. C'est principalement le lactose qui joue un réle dans la formation de ces

COmMpOsés.
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Les composants aromatiques qui contribuent a I’ardme final du yaourt peuvent étre
divisés en quatre catégories : les acides non volatiles (lactique et pyruvique) ; les acides
volatiles (butyrique et acétique) ; les composés carbonyliques (acétaldéhyde et diacétyle) et
divers autres composés (acides amineés et produits formés par la dégradation thermique tel que

I’acide formique) (Serra et al., 2009).

Les saveurs sous-jacentes des produits laitiers, en général proviennent principalement
des constituants volatils natifs du lait de vache, influencé par la pasteurisation, la fermentation,
la transformation, et stockage. Un grand nombre de composés organiques volatils trouvés dans
le yaourt ne sont pas produits par les bactéries starter mais proviennent du lait. Le yaourt est un
aliment qui a sa propre saveur particuliére et populaire, qui se manifeste par sa présence
constante dans la liste des aliments preférés dans le monde (Routray et Mishra, 2011). Les plus

importants composés aromatiques du yaourt sont illustrés dans la figure 7.

Figure 7. Composés aromatiques majoritaires dans le yaourt (Routray et Mishra, 2011)

Les propriéetes texturales du yaourt comprennent la viscosité, la fermeté et la synérese.
Mesurer la viscosité du yaourt est difficile car il est non newtonien, c'est-a-dire que la viscosité
change en fonction de la contrainte de cisaillement (Trachoo, 2002). La viscosité du yaourt est
la résultante aussi de la formation d’exoplysaccharides par les bactéries starter du yaourt L.
bulgaricus et S. thermophilus (Tamime et Robinson, 2007).
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Un autre facteur régit la texture des yaourts, ¢’est le traitement thermique, en effet, Labropoulos
et al., (1981) ont conclu que le yaourt préparé avec du lait UHT (149°C, 3sec) avait une faible
viscosité par rapport a un yaourt préparé en cuve (63° C et 82° C, 30 min)

4.4. Generalités sur les bactéries lactiques
4.4.1. Ecologie

Elles forment un groupe hétérogene composé de coques et de bacilles, dont la principale
caractéristique est la production d'acide lactique a partir de la fermentation des sucres (Mahi,
2010). Les bactéries lactiques (BL) sont d’une grande importance dans les industries laitieres,
elles sont utilisées sous forme de ferments mixtes qui demeurent les plus utilisés. Cette
association complexe de microorganismes nécessite la maitrise des facteurs qui peuvent
influencer la dynamique et les activités métaboliques des populations bactériennes au sein du
ferment. La connaissance des interactions de compétition ou de coopération possibles entre ces
souches est fondamentale. Des interactions microbiennes négatives peuvent générer un
désequilibre et causer des changements indésirables dans les produits finaux (Belkheir, 2017).
Elles colonisent de nombreux produits alimentaires comme les produits laitiers, la viande, les
végeétaux et les céréales et font partie de la flore intestinale et vaginale humaine ou animale.
Elles sont impliquées dans un grand nombre de fermentations spontanées de produits
alimentaires, ce qui a conduit a la reconnaissance de leur statut GRAS (Generally Regarded As
Safe) (Belkheir, 2017).

Les BL sont tres répandues dans la nature, elles peuvent coloniser des milieux tres
différents du point de vue physico-chimigue et biologique. Dans certains écosystéemes comme
le lait elles sont dominantes, dans d’autres elles sont minoritaires. Leurs grandes exigences
nutritionnelles les associent a des environnements naturels particulierement riches en
nutriments ; plantes, animaux, produits laitiers et carnes. Grace a des phénomenes de synergie
ou de coopération, différentes espéces de bactéries lactiques sont trés souvent associées dans
un habitat donné (Marshall, 1987).

4.4.2. Caractéristiques biochimiques et physiologiques

Les BL sont caractérisées par un ensemble de traits biochimiques et physiologiques

communs qui leur sont propres et permettent ainsi de les distinguer des autres groupes
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bactériens. Ce sont des procaryotes a Gram positif, asporulées, immobiles, anaérobies mais
aérotolérantes, ne possédent ni nitrate-réductase, ni cytochrome oxydase ; elles sont aussi
catalase négative (certaines souches possedent une pseudocatalase). Ce sont des
microorganismes anaérobies qui tolérent 1’oxygeéne dans une certaine mesure. L’oxygéne
affecte leur métabolisme mais aussi leur croissance, leur survie et I’intégrité de leur ADN. Elles
posseédent deux types d’oxydases a NADH, ces enzymes catalysent la réduction d’O2 en H20-
ou d’O; en H20 (Belkheir, 2017).

Les BL regroupent un ensemble d’espéces hétérogénes dont le trait commun est la
production d’acide lactique. Elles ont des exigences nutritionnelles complexes en ce qui
concerne les acides aminés, les peptides, les vitamines, les sels, les acides gras et les glucides
fermentescibles (Gerevrs et al., 2001 ; Hassaine, 2013).

Toutes les BL ont la capacité de fermenter certains sucres en acide lactique. Certaines
sont dites homofermentaires, car elles produisent trés majoritairement de 1’acide lactique. Les
hétérofermentaires produisent de I’acide lactique en méme temps que d’autres composés

(généralement 1’acétate et I’éthanol) (Belkheir, 2017).

4.4.3. Classification

La classification de Bergey (Bergey, 1994) sépare le monde bactérien en 35 groupes.
Les BL, se retrouvent dans les groupes 17 (coques Gram positives), 19 (batonnets réguliers
Gram positifs, nonsporulants) et 20 (batonnets irréguliers Gram positifs, nonsporulants)
(Guetouache, 2021). Les BL comprennent plus de 60 genres, généralement retrouvés dans les
aliments ou impliquées dans les fermentations des aliments appartiennent aux genres :
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Enterococcus,
Weissella, etc. (Wang et al., 2021).

Selon les données de la classification courante, les BL appartiennent au phylum des Firmicutes,

a la classe des Bacilli et a I’ordre des Lactobacillales. Cet ordre est compose de six familles qui
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sont Aerococcaceae, Carnobacteriaceae, Enterococcaceae, leuconostocaceae,

Lactobacillaceae, et Streptococcaceae (Annexe 6).
4.4.4. Métabolisme

4.4.4.1. Dégradation des polysaccharides indigestes

Les polysaccharides sont des polymeéres composés de plus de dix unités
monosaccharidiques identiques ou différentes liées par liaisons glycosidiques a - ou - (Gerwig,
2019). Chez les plantes, les polysaccharides comprennent I'amidon, la cellulose, le fructane,
I'némicellulose, etc. La dégradation des polysaccharides par les BL dépend des diverses
hydrolases. Dans les aliments fermentés, la décomposition des polysaccharides peuvent fournir
de I'énergie aux BL et fournir une variété de substances bénéfiques pour I'nomme. Différents
types de BL peuvent métaboliser différents polysaccharides, ce qui détermine les différentes
perspectives d'application des souches apparentées dans I'industrie alimentaire (Wang et al.,
2021).

4.4.4.2. Dégradation des protéines

Au cours de la transformation des aliments, la dégradation des macromolécules comme
les protéines est un processus important qui affecte la qualité des aliments nutritionnelle et
sanitaire. Les fermentations laitieres impliquent I'hydrolyse des protéines par les BL, cette
hydrolyse peut étre divisée en plusieurs étapes y compris la dégradation des protéines, le
transport des peptides, la dégradation des peptides et le catabolisme des acides aminés (Wang
etal., 2021).

4.4.4.3. Catabolisme des acides aminés

Les BL peuvent dégrader les acides aminés dans les aliments pour produire des
composés aromatiques par deux procedés : la décarboxylation et la désamination. A travers la
désamination, de nouveaux composés apparaissent tels que les a-acide carboxylique impliqués

dans plusieurs métabolismes des BL.

Par ailleurs, la décarboxylation génere une variété d’amines biogéniques sous 1’intervention de

décarboxylase, par exemple, aprés une décarboxylation, les acides aminés lysine, tryptophane,
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tyrosine, histidine ou ornithine peuvent générer la cadavérine, tryptamine, tyramine, histamine,
putrescine qui peuvent étre importants pour le développement des BL pour leur adaptation dans
des milieux acides mais toxiques pour ’homme. C’est dans cette optique que les chercheurs
tentent de trouver des alternatives (Gardini et al., 2016 ; Papadimitriou et al., 2016 ; Wang et
al., 2021).

4.4.5. Potentiel antioxydant

Les souches de BL les plus importantes représentant des probiotiques, présentent des
propriétés anti-age et antioxydantes, elles fonctionnent gréace a leur réponse rapide et sensible
au stress oxydatif (Hanchi et al., 2022). Un récent intérét de 1’étude de I’activité antioxydante
des BL a été observé, s’intéressant plus aux Lactobacilles faisant déja partie du microbiote

intestinal humain (Lin et Yen, 1999).

4.4.6. Action des bactéries lactiques dans le yaourt

Le yaourt est un aliment obtenu par fermentation lactique du lait. Ce dernier contient
des glucides, en particulier du lactose (disaccharide composé d’un galactose et d’un glucose),

qui va étre utilisé par les BL qui, en retour, vont produire et libérer de I’acide lactique.

L’acidification qui en résulte va entrainer un changement de texture (coagulation des
protéines du lait) et de saveur, ceci en association avec la libération de divers autres métabolites.
Streptococcus thermophilus et Lactobacillus delbrueckiis sp. Bulgaricus sont les deux bactéries
responsables de la fermentation du lait dans la production de yaourt. Ce processus empéche le
lait d'origine de la détérioration et lui procure de bonnes caractéristiques de texture visqueuse,

godt doux, saveur unique et des caractéristiques probiotiques spécifiques (Yue et al., 2022).
4.4.5. Principales caractéristiques morphologiques et culturales des bactéries lactiques

4.4.5.1. Streptococcus thermophilus

C’estune BL de forme cocci a Gram positif, anaérobie facultative, non mobile, de forme
sphérique ou ovoide, <1 mm de diamétre et formant des chaines ou apparaissant par paires. A
15 ° C, il y’a absence de croissance, tandis a 45° C elle peut donner naissance a des cellules
irregulieres et segmentées. La plupart des souches sont capables de croitre a 50° C ou de

survivre a un chauffage pendant 30 min a 60° C. Les BL produisent de Il'acide lactique,
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I'acétaldéhyde et le diacétyle a partir du lactose dans le lait. Certaines souches produisent des
exopolysaccharides (EPS) et nécessitent des vitamines B et certains acides aminés pour des
taux de croissance améliorés. Il y’a absence de croissance dans le bleu de méthyleéne (0,1 g 100
ml/1) ou a pH 9,6.

Le type de peptidoglycane de la paroi cellulaire est Lys-Ala »-3. Les données de séquence
d'’ARNr 16S ont démontré une association étroite entre S. Thermophilus, S. Salivarius et S.
vestibularis (Tamime et Robinson, 2007). Vu que S. salivarius ne se développait pas dans le
lait en présence de Lactobacillus delbrueckii sub sp. Bulgaricus, elle ne convient pas a la
fabrication du yaourt car il présente une saveur, un arome et une texture mediocres (Tamime
and Robinson, 2007).

4.4.5.2. Lactobacillus bulgaricus

C’est un bacille Gram positif, immobile, asporulé, microaérophile. Il est isolé¢ sous
forme de batonnets ou de chainettes. Il posséde un métabolisme strictement fermentaire avec
production exclusive d’acide lactique comme principal produit final a partir des hexoses de
sucres par voie d’Embden Meyerhof. Incapable de fermenter les pentoses. L. bulgaricus est une
bactérie thermophile, tres exigeante en calcium et en magnésium et sa température optimale de
croissance est d’environ de 42 °C. Cette bactérie a un role essentiel dans le développement des

qualités organoleptiques et hygiéniques du yaourt (Belfoudil et Amar Aouchiche, 2018).
4.4.5.3. Interaction entre Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus

L’utilisation combinée de S. thermophilus et L. bulgaricus lors de la production de
yaourt, permet de constater I’interaction indirecte positive existant entre ces deux especes. En
effet, cette interaction mutuellement favorable aux deux espéeces est appelée proto-coopération.
Elle se traduit par une augmentation de la vitesse d’acidification par rapport a celles observées
en cultures pures accompagnée d’un accroissement des concentrations bactériennes, une
protéolyse plus prononcée, une amélioration de la production des composés d’aromes
(acétaldéhyde notamment) et de la stabilité physique du produit (réduction des problémes de

synérese).

S. thermophilus, qui est connu de posséder une faible activité protéolytique, est stimulé

par les petits peptides et acides aminés formés dans le lait grace a I’activité protéolytique de L.
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bulgaricus, permise par 1’action de sa protéase de paroi PrtB. En retour, S. thermophilus fournit
du COz et de I’acide formique qui, tous deux, vont stimuler la croissance de L. bulgaricus (Béal
et Helinck, 2019) (figure 8).

Figure 8. Aspect interactif entre L. bulgaricus et S. thermophilus dans le yaourt (Béal
et Helinck, 2019)

4.5. Potentiel antioxydant des yaourts

Dans le procédé yaourt, la fermentation du lait représente une méthode trés bénéfique
pour prolonger la durée de conservation et un excellent moyen d'obtenir des aliments dits

fonctionnels avec une saveur acceptable recherchée.

La fermentation est importante dans la production de produits laitiers, car les différentes
souches de cultures microbiologiques utilisées dégradent les composants primaires du lait tels
que les proteines, les glucides et les lipides en diverses formes secondaires telles que les acides
aminés libres, les peptides, les acides organiques, les acides gras libres, qui possédent diverses
fonctions bénéfiques pour la santé (Gjorgievski et al., 2014). Les peptides issus de la protéolyse

sont inertes dans la protéine initiale du lait (casé€ine, albumine) mais qui peuvent étre secrétés
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dans le milieu par divers processus tels que I’hydrolyse enzymatique, la fermentation du lait
par divers microorganismes, ces peptides ont un role dans I’inhibition de I’enzyme de
conversion de I’angiotensine, et I’activité¢ antioxydante. Les vitamines du lait ont aussi leur role
a jouer, par exemple, la Vitamine E et caroténoides sont localisés dans les membranes des

globules gras du lait ou ils préviennent I’auto oxydation du lait.

Le lait contient une variété de composés phénoliques (doués d’activité antioxydante), a
des concentrations allant du microgramme au milligramme par litre. Ce sont des alcools
aromatiques, majoritairement associés a la phase aqueuse du lait. L’origine principale des
composés phénoliques du lait est I’alimentation des animaux. Les fourrages peuvent contenir
une grande variété de métabolites secondaires phénoliques, qui sont en partie dégradés dans le
rumen puis absorbés au niveau des cellules intestinales et transférés au lait via la circulation
sanguine. En effet, les HEs et les extraits végétaux, riches en antioxydants (composés
phénoliques notamment), sont de plus en plus utilisés en élevage de ruminants, comme

traitements vétérinaires préventifs et comme additifs alimentaires (Sibra et Claire, 2014).

4.6. Apercu sur quelques travaux d’incorporation des HEs dans le yaourt

Les consommateurs sont plus conscients de la relation entre leurs habitudes alimentaires
et leur état nutritionnel. Par conséquent, ils recherchent des aliments qui sont supplémentés avec
des produits naturels plutét que des composes chimiques synthétiques. Dans ce scénario,
certaines entreprises ont fabriqué des produits alimentaires en remplacant partiellement ou
totalement ces additifs synthétiques par des extraits naturels de plantes, non seulement en raison
de leurs propriétés antioxydante et antimicrobienne, mais également en raison des aspects

sensoriels qu'ils conférent aux produits (Granato et al., 2018) (Tableau 5).
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Tableau 5. Liste de quelques travaux antérieurs d’incorporation des HEs dans le yaourt

multiflora

Huile essentielle Matrice Références
Gingembre et camomille Yaourt (Yangilar et Yildiz, 2018)
Ocimum sanctum Yaourt (Anand et al., 2018)
Rosmarinus officinalis, Yaourt (Ghalem et Zouaoui, 2013)
Lavendula, chamaemelum spp
Thymus vulgaris, Majorana hortensis, Labneh (Otaibi et Demerdash,
Salvia officinalis (YYaourt concentré) | 2008)
Citrus sinensis Yaourt (Jimborean et al., 2016)
Thymus vulgaris Yaourt (Duckova et al., 2018)
Mentha piperita, Ocimum basilicum, Zataria Yaourt (Azizkhani et Parsaeimer,

2018)

A notre connaissance, et d’aprés une recherche dans la littérature disponible, nous

n’avons pas trouvé de travaux antérieurs d’incorporation de I’HE de T. willdenowii ni d’A.

citriodora dans un produit laitier de type yaourt.

Concernant I’espéce C.citratus, Abubakar et al. (2022) ont incorporé I’HE de cette

plante aux doses de 0,5, 1 et 2uL/mL dans le yaourt et ont conclu que cet ajout pouvait préserver

la qualité du yaourt au-dela de 7jours lorsqu’il est stocké a température amiante.

Par ailleurs, Eldeeb et al. (2021) ont incorporé la poudre de plante et son extrait a 0,5%

au yaourt glacé afin de préserver sa qualité et comme source de pérbiotiques pour les bactéries

starter choisies. Récemment, en Roumanie, Tita et al. (2020) ont tenté 1’incorporation de I'HE

de basilique, menthe, fenouil et lavande dans des yaourts a la dose de 25% afin de créer un

aliment fonctionnel contenant des substances naturelles afin de diminuer les effets de stress

causés par la pandemie de COVID 19.
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1. Rappel du contexte de I’étude et démarche expérimentale

L’innovation d’un produit déja existant repose dans la majorité des cas sur la
modification des formulations et parfois, sur I’invention d’un nouveau procédé. L’ajout
d’additifs et d’auxiliaires technologiques est un passage quasiment obligé pour optimiser ces
formulations. Les efforts d’innovation de I’industrie alimentaire doivent garantir la qualité
sanitaire, améliorer 1’impact positif des aliments sur la santé et minimiser les couts de
fabrication tout en répondant a I’attente des consommateurs pour des produits de bonne qualité
gustative, bons marchés et faciles a conserver. Plus récemment, la prise en compte des impacts
sur I’environnement des moyens de productions est apparue comme une nouvelle exigence
(Feillet, 2013). C’est dans optique que s’inscrit cette étude, qui a pour principal objectif la
formulation de yaourts incorporés d’huiles essentielles extraites de trois plantes aromatiques et
médicinales : Thymus willdenowii, Aloysia citriodora et Cymbopogon citratus appelées plus

communément le thym, la verveine et la citronnelle.

Pour atteindre cet objectif, nous avons jugé utile d’initier la partie pratique par une
enquéte sur I’utilisation de ces trois plantes en premier lieu. L’objectif étant de collecter le
maximum d’informations sur le savoir-faire auprés d’un échantillon de la population locale ;
en deuxiéme lieu, procéder a un screening phytochimique et a mettre en évidence leurs
principales activités biologiques ; et en troisiéme lieu, analyser et suivre 1’évolution des yaourts
étuvés incorporés d’huiles essentielles, afin de justifier leur addition. La démarche

expérimentale est récapitulée dans la figure 9.
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Figure 9. Récapitulation de la démarche expérimentale
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2. Matériel végétal

Les espéeces (thym, verveine et citronnelle) sont choisies selon les exigences du Codex
Alimentarius et de la Food and Drug Administration (FDA), ou il est préconisé d’utiliser dans
la formulation alimentaire des types d’extraits végétaux classés GRAS. Ce classement qui les
rend utiles en tant qu’additifs naturels dans les industries agroalimentaires d’une part. D’autre
part, les études ethnobotaniques ont révélé leur utilisation par la population locale et dans divers
mets pour leurs effets thérapeutiques et aromatisant (Hadjadj et al., 2019 ; Nadaf et al., 2019).
Ces recherches démontrent que le thym est utilisé beaucoup plus dans les ménages du Nord
Algérien comme condiment, arome et tisane (Saidi et Khalla, 2023). Alors que la verveine est
utilisée en tisane pour ses vertus calmante, relaxante et antigrippale marquée par sa senteur
fraiche et citronnée (Taleb-Toudert, 2015). Quant a la citronnelle, peu de travaux locaux sont
effectués sur cette plante. Il s’agit d’une plante endémique de I'Inde et de Sri Lanka, méconnue
par les gens mais beaucoup plus connue par les herboristes et recommandée pour soigner les

problémes gastriques (Bayala, 2014).

Les plantes Thymus willdenowii (syn : T.hirtus), Aloysi acitriodora et Cymbopogon

citratus (figure 10) sont choisies selon des critéres spécifiques pour chaque plante.

Le thym (Thymus willdenowii) nous est fourni durant la période de floraison (Mai - Ao(t
2018) par un marchand herboriste. Il est collecté de la Wilaya de Blida (figure 11). La quantité

de plante achetée (5 kg), est séchée a I’air libre et a I’ombre pendant 15 jours en été.

La verveine (Aloysia citriodora), reconnue aussi sous Lippia citriodora, ou Lemon-
verbena (FDA, 2023), nous est fournie par un herboriste qui a procédeé a la cueillette durant le
mois de Juin a Aout 2018. Elle est collectée de la région de Chekfa dans la Wilaya de Jijel
(figure 11). 3 kg de la plante fraiche recueillie, est mise a sécher a I’ombre au fur et a mesure

jusqu’a son utilisation.

La citronnelle (Cymbopogon citratus) noua est fournie par un herboriste de la wilaya
d’Alger (figure 11). Elle est cultivée régulierement dans sa pépiniere. 2 kg de la plante fraiche

sont séchés a I’air libre pendant plus de 15 jours.

L’identification botanique des trois plantes est réalisée par Docteur Mohamed Sebti, botaniste
de I’Université de Jijel, Algérie. Elle sont répertoriées au niveau du laboratoire de

Biotechnologie et qualité¢ des aliments a I’Institut de la nutrition, de ’alimentation et des
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technologies agroalimentaires INATAA, Université Fréres Mentouri, Constantine 1, Algérie,
aux vouchers suivants : N°: Tw-L1/18, N° : Cc-L2/18, N° : Ac-L3/18 (pour T. willdenowii, C.

citratus et A. citriodora respectivement).

Thymus willdenowii | Cymbopogon citratus |  Aloysia citriodora

Figure 10. Photos des trois espéces de plantes sélectionnées

Figure 11. Sites de collecte (d’approvisionnement) des trois espéces de plantes sélectionnées

https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/59/Algerie_administrative.svqg)
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3. Méthodes

3.1. Enquéte sur ’utilisation des espéces de plantes étudiées

Une enguéte est menée en ligne sur les plantes sélectionnees (thym, verveine et
citronnelle) grace au  formulaire  Google forms correspondant au lien:
(https://docs.google.com/forms/d/1zQaWVCZxWnSV4vOF3 L5yPNZI9Xt1xjviHOWCVLAI

ORo/edit) (Annexe 7). Le questionnaire est composé de deux parties : la premiere partie porte

sur des informations concernant les participants (Genre, Age, Résidence et Niveau
d’instruction) ; la deuxieme recueille les informations sur les trois plantes étudiées. Chaque
espéce a fait I’objet d’une série de questions telles que : sa connaissance, ses différentes
appellations locales, moyens de son obtention, partie de la plante utilisée, extrait utilisé (extrait,

huile essentielle), mode d’emplois, matrice alimentaire incorporée par ces extraits.

Le questionnaire est rédigé en langue francaise et il comporte plus de questions fermées
ou les sujets interrogés choisissent une seule réponse parmi plusieurs choix. Le choix de ce type
de questions permet une simplicité des réponses d’une part et une facilité de leur traitement
d’autre part. Tres peu de questions ouvertes ou les sujets interrogés proposent une ou plusieurs
réponses, peuvent ajouter des remarques et méme apporter des précisions quantitatives et
qualitatives. Le choix de ce type de questions permet de donner plus de liberté aux sujets

interrogés pour répondre aux questions.
3.2. Extraction et analyse des huiles essentielles

3.2.1. Procédés d’extraction et rendement

L’extraction des HEs des plantes s’est effectuée au laboratoire de Biotechnologie et
qualité des aliments (BIOQUAL) au niveau de I’institut de la nutrition, de 1’alimentation et des
technologies agroalimentaires (INATAA), Université Fréres Mentouri Constantine, et au
laboratoire des HEs, Institut national de la recherche forestiére (INRF), Foret Bainem, Alger,
en utilisant un appareil de type Clevenger apparatus (figure 12). Pour cela, une quantité de 100
g de la matiere seche de chaque plante est immergée dans 1L d’eau distillée dans un ballon de
2L placé au-dessus d’un chauffe ballon et surmonté d’une colonne en verre reliée a un
réfrigérant communiquant directement avec une ampoule a décanter afin de récupérer les

distillats. Le rendement d’extraction est calculé selon 1’équation suivante :
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masse de [ huile essentielle (9) 100
£

Rend tHE % =
enaemen % masse de la plante séche (g)

Aprés décantation et séparation des deux phases (hydrolat et HE), et afin d’éviter toute
dégradation de ces derniéres, les échantillons d’HEs sont additionnés de sulfate de sodium
anhydre (Na2S0a) afin d’¢éliminer 1’humidité résiduelle dans I’HE puis conservés a 1’abri de la

lumiére dans des flacons ambrés au réfrigérateur jusqu’a leur utilisation.

Figure 12. Dispositif Clevenger

3.2.2. Analyse de la composition chimique par Chromatographie Gazeuse couplée a la
Spectroscopie de Masse (GC/MS)

L'analyse qualitative et quantitative de I'huile est réalisée sur un GC associé a un Thermo
Scientifc Trace 1310ve 1SQ LT Single Spectrométre de masse quadripolaire. Les séparations
sont réalisées dans des colonnes capillaires DB-Wax (60 m 0,25 mm ID, 0,25 mm, TG-WAX-
MS). L'hélium est utilise comme gaz porteur (1,2 mL/min CF) et la température du four est
programmée comme suit : la température initiale est fixée a60 °C et maintenue pendant 6 min,
puis augmentée a 230 °C avec une vitesse de chauffage de 3 °C/min et maintenue a cette
température pendant 30 min. Les températures des sources d'ions sont réglées a 250 °C. Les
spectres de masse sont enregistres sur la masse, plage de 50 a 550 uma. Le volume d'échantillon
était de 10 pL préparé dans du chloroforme (1:15, v/v) et injecté en mode fractionné (1:5). Les
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composes sont identifiés en se référant aux bibliothéques Wiley 7, NIST DEMO, Win Main,
Wiley 9, Replib, Mainlib et Winrep (Daferera et al, 2000 ; Safaei-Ghomi et Ahd, 2010). Cette
analyse est réalisée au niveau du laboratoire de chimie, Université Gaziosmanpasa, Tokat et le
Centre d'application et de recherche scientifique et technologique, Université de Siirt,
(Turquie).

3.3. Activites biologiques des huiles essentielles

3.3.1. Evaluation de I’activité antioxydante

Afin d’étudier le potentiel antioxydant des HEs de chaque plante, différents tests sont
utilisés, in vitro. Les tests utilisés sont : piégeage du radical libre DPPH, piégeage des radicaux-
cation ABTS, réduction de I'ion ferrique, blanchissement du béta-caroténe/acide linoléique et
réduction du cuivre CUPRAC. Ces tests sont effectués au Laboratoire de biochimie, Centre de

recherche en biotechnologie (CRBt), Constantine, Algérie.

Nous avons choisi plusieurs tests d’activité antioxydante car ils mesurent différentes
propriétés antioxydantes. Certains tests peuvent mesurer I’activité antioxydante directe d’une
HE en neutralisant les radicaux libres, tandis que d’autres tests mesurent la capacité d’'une HE
a inhiber I’oxydation des lipides, qui est une réaction chimique produisant des radicaux libres.
Le but d’utiliser plusieurs tests d’activité antioxydante est donc d’obtenir une meilleure
compréhension de la capacité antioxydante globale d’une HE ce qui peut aider a déterminer son
utilisation potentielle dans diverses applications, telles que la prévention de 1’oxydation des

aliments ou la protection de la peau contre les dommages causés par les radicaux libres.

3.3.1.1. Activité anti radicalaire avec la méthode du DPPH

L’évaluation préliminaire de D’activité antioxydante des échantillons est réalisée en
utilisant la méthode du radical stable 2,2-diphenyl-1- picrylhydrazyl (DPPH), développée par
Blois (1958). Le DPPH, de couleur violette en solution, présente un maximum d'absorption a
517 nm. Le pouvoir antioxydant des HEs testées est estimé par comparaison avec trois
antioxydants naturels : butylhydroxyanisole (BHA), le butylhydroxytoluéne (BHT) et 1'a-
tocophérol. Pour cela, dans une microplaque a 96 puits, 160uL d’une solution méthanolique de
DPPH (6mg dans 100mL méthanol, 1 mM) est mélangée avec 40 pL de chaque huile a

différentes concentrations allant de 25 pg/mL a 1600 pug/mL. La microplaque est maintenue

57



Matériel et méthodes

dans I'obscurité pendant 30 min et I'absorbance est mesurée a 517 nm. Les standards sont testés
en parallele comme contr6les positifs. Tous les tests sont réalisés avec trois répétitions pour
chaque concentration. L'équation suivant est utilisée pour calculer le pourcentage d'inhibition
du radical DPPH :

o (absorbance controle — absorbance échantillon)
Inhibition DPPH (%) = * 100

absorbance controle

La IC50 est la concentration induisant une diminution de I'absorbance de la solution

initiale de DPPH de 50 %, elle sera définie de la courbe.

3.3.1.2. Piégeage de ’ABTS (2,2’-azinobis-[3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid])

L'activité de piégeage des radicaux - cation ABTSe«+ est déterminée selon la méthode
de Re et al, (1999). Le radical ABTSe+ est généré par la réaction entre 7 mM d'ABTS dans
I'eau et 2,45 mM de persulfate de potassium, le mélange est stocké dans l’obscurité a
température ambiante pendant 12-16 h. La solution ABTSe+ est ensuite diluée avec de l'eau
distillée pour obtenir une absorbance de 0,7 + 0,025 a 734 nm. Dans une microplaque de 96
puits, 160 pL de la solution d’ABTSe<+ sont ajoutés a 40 pL de chaque dilution d’HE préparée
dans le méthanol & des concentrations finales allant de 25 a 1600 pg/mL et laisser réagir 10
min. L'absorbance est lue a 734 nm. Le BHA, BHT et a-tocophérol sont utilisés comme étalons
d'antioxydants a des fins de comparaison. Le pourcentage de 1’activité scavenger du radical
d’ABTS+ est exprimé en pourcentage et calculée par I'équation suivante :

(absorbance controle — absorbance échantillon)
%

100
absorbance controle

Inhibition DPPH (%) =

Les résultats correspondent a une concentration d'inhibition a 50 % symbolisée IC50 (ng/mL).

3.3.1.3. Test de la capacité antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC)

L'HE est évaluée pour sa capacité a reduire les ions de cuivre tel que rapporteé par Apak
et al. (2004). Cette méthode est basée sur le suivi de la diminution de 1’absorbance accrue du
complexe néocuproine-cuivre Cu*2 (Nc2-Cu*2) qui sera réduit par un antioxydant testé, cette
réaction est quantifiée par spectrophotomeétre. Pour cela, dans une microplaque de 96 puits sont
mélangés : 50 uL de solution de chlorure de cuivre (II) (0,01 M), 60 pL d'acétate d'ammonium
(1 M) et 50 puL de néocuproine (0,0075 M) a 40 pL des différentes concentrations (50 a 1600
pg/ mL) des HEs et des standards BHA et BHT. La microplaque est incubée 1 h a température
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ambiante, et I'absorbance est enregistrée a 450 nm gréce a un lecteur de microplaque. Les
résultats sont représentés par Agbsorbance)0,5 (ug/mL), qui correspond a la concentration

indiguant une absorbance de 0,50.

3.3.1.4. Méthode de réduction de I’ion ferrique

Le principe de cette méthode est basé¢ sur la mesure de la capacité¢ d’un composé
réducteur dans I’HE testée a réduire les ions ferriques (Fe* %). Elle est réalisée selon la méthode
décrite par Oyaizu et al. (1986), avec quelques modifications. Dans une microplaque a 96 puits,
10 uL de I'échantillon a différentes concentrations (12,5-800 pg/mL) sont additionnés de 40 uL
de tampon phosphate de sodium (0,2 M, pH 6,7) et 50 uL de solution de ferricyanure de
potassium [K3Fe (CN)6] (1%) et incubé pendant 20 min a 50 °C. Apres refroidissement a
température ambiante, 10uL de chlorure ferrique (FeCl3, 0,1%), S50uL d'acide trichloracétique
TCA (10%), et 10 puL d'eau distillée sont ajoutés a la réaction. L'absorbance est immédiatement

enregistrée a 700 nm. Le Trolox et I'acide ascorbique sont utilisés comme standards.

3.3.1.5. Test de blanchissement du p-caroténe/acide linoléique

L’analyse du blanchissement du béta caroténe par les HEs est basée sur la méthode
rapportée par Marco et al, (1968). Cette méthode repose sur la perte de la couleur jaune du -
caroténe en raison de sa réaction avec les radicaux issus de I'oxydation de I'acide linoléique en
émulsion. Une émulsion d'acide linoléique est préparée en dissolvant 0,5 mg de -caroténe dans
1 mL de chloroforme, auquel sont ajoutés 200 uL. de Tween 40 et 25 pL d'acide linoléique. Le
chloroforme est éliminé au rotavapeur. Le résidu est dissous dans du peroxyde d'hydrogéne
(H202) pour fournir une solution jaunatre, I'absorbance est calibrée a 0,8 a 470 nm. Puis, dans
une microplaque a 96 puits, on ajoute 160 uL de 1'émulsion a 40 uL. de I’HE et les antioxydants
de référence (BHA et BHT) a différentes concentrations. L'absorbance (470 nm) est lue a 0 min
et aprés 120 min d'incubation a 50° C. Le pourcentage d'inhibition est calculé par I'équation

suivante :

((Absorbance échantillon(t = 0) — Aabsorbance échantillon(t = 120)

P t d'ihibition% =1 —
ourcentage d'ihibition% Absorbance controle(t = 0) — Absorbance controle0(t = 120)

3.3.2. Evaluation de ’activité antibactérienne des huiles essentielles

Elle est réalisée au laboratoire de Bactériologie, CRBt de Constantine. L’évaluation du
pouvoir inhibiteur des bactéries pathogénes ainsi que les bactéries starter du yaourt est testée
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par la méthode de diffusion sur milieu gélosé pour déterminer la sensibilité des
microorganismes Vvis-a-vis des HEs. La détermination des concentrations minimales inhibitrices
est estimee sur des microplaques a 96 puits. Les concentrations minimales bactéricides sont
déterminées par la méthode de touche sur milieu gélose, les expériences sont détaillées ci-
dessous :

3.3.2.1. Souches bactériennes

Six souches bactériennes utilisées dans ce travail nous sont fournies par le CRBt de
Constantine et deux souches par la laiterie GIPLAIT (Groupe Industriel des Productions
Laitiéres) de Constantine (Annexe 8), elles correspondent aux souches citées dans le tableau 6.
Le test des activités antibactériennes est effectué selon la disponibilité des souches pathogénes
au CRBt pour évaluer DI’effet des HEs étudiées sur certaines bactéries responsables
d’intoxications alimentaires. Les bactéries lactiques quant a elles, doivent étre soumises a ce

test afin de déterminer les doses minimales efficientes d’HE a incorporer dans le yaourt.

Tableau 6. Souches bactériennes testées

Souche Provenance Gram Pathogénicité
Escherichia coli ATCC25922 CRBt - Oui
Salmonella enteritidisSATCC13076 CRBt - Oui
Pseudomonas aeruginosaATCC27853 CRBt - Oui
Staphylococcus aureus ATCC10876 CRBt + Oui
Bacillus cereus ATCC10876 CRBt + Oui
Lactobacillus rhamnosusATCC53103 CRBt + Non
Lactobacillus bulgaricus Laiterie GIPLAIT Constantine + Non
Streptococcus thermophilus Laiterie GIPLAIT Constantine + Non

3.3.2.2. Préparation des suspensions bactériennes et activité antibactérienne

Les suspensions bactériennes (bactéries pathogénes et bactéries lactiques) sont
préparées a partir des espéces conservées au laboratoire de bactériologie du CRBt, Constantine,
et la laiterie GIPLAIT de Constantine respectivement. Les bactéries ainsi préparées dans un
milieu nutritif a 37°C pendant 24 heures pour les bactéries pathogénes et Bouillon MRS et M17

pour les bactéries lactiques (Lactobacillus bulgaricus et Streptococcus thermophilus
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respectivement) sont repiquées sur milieu gélosé préalablement coulé sur boites de pétri, suivi
d’une incubation des boites a 37°C pendant 24 heure pour les bactéries pathogénes et a 37°C

pendant 48 heures pour les bactéries du yaourt (Annexe 9).

A partir de ces cultures jeunes, 4 a 5 colonies sont prélevées et ensemencées dans une
suspension saline type eau physiologique (0.85% Na ClI) et ajustée au standard Mac Farland 0,5
(DO comprise entre 0,08 et 0,10 lu & 625 nm équivalent a environ 10°UFC/ml pour les bactéries
pathogénes et DO=0,9 pour les bactéries lactiques). Par la suite, 100 uL des suspensions
ajustées sont étalées sur de la gélose Mueller-Hinton et gélose MRS et M17 préalablement
coulées dans des boites de pétri a I'aide d'un écouvillon stérile. Un disque de papier filtre stérile
(Whattman N°1. 6 mm de diametre) contenant 10 pLL de I'HE est déposé sur la gélose. Apres
incubation a 37 °C pendant 24 h pour les bactéries pathogenes ou 48h pour les bactéries
lactiques, I'activité antibactérienne est exprimée par le diamétre de la zone d'inhibition mesuré
en mm (Rota et al., 2008). L’opération est répétée en duplicata et les résultats seront expliqués
d’aprés De Billerbeck, (2007), selon trois niveaux d’activité : résistant (-) (& < 6mm),

intermédiaire (+) (6mm < @ < 13mm) et sensible (++) (@ > 13mm).

3.3.2.3. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI)

La méthode de dilution en milieu liquide en microplaque est utilisée pour la
détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) (Prabuseenivasan et al., 2006).
Des dilutions des HEs en série au 1/2 allant de 0,1 a 50 pL/mL sont préparées dans une
microplaque stérile a l'aide de diméthylsulfoxyde (DMSO) comme solvant. Ensuite, 160 pL de
MH liquide, MRS ou M17 liquide inoculés avec 20 pL de suspension bactérienne standardisée
sont ajoutés dans chaque puits. Les puits contrdles contiennent uniquement la suspension
bactérienne dans le bouillon correspondant ou le milieu de culture. La microplaque est incubée
a 37 °C pendant 24 h pour les bactéries pathogenes et a 37 °C pendant 48 h pour les bactéries
lactiques. La CMI correspondant a la plus faible dilution & laquelle aucune croissance

bactérienne n’est observée, elle est déterminée visuellement.

3.3.2.4. Détermination des concentrations minimales bactéricides (CMB)

La concentration minimale bactéricide (CMB) est déterminée en transférant 5 pL de
chaque puits ne montrant aucune croissance, sur milieu gélosé MH pour les souches pathogénes

et gélose MRS ou M17 pour les bactéries lactiques comme mentionné précédemment, puis
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incubé a 37 °C pendant 24 h ou 48 h. La CMB, correspond a la plus faible dilution sans aucune
croissance bactérienne est déterminée visuellement par I'absence de colonies (Chebaibi et al.,
2016).

3.3.3. Evaluation de ’activité antifongique des trois huiles essentielles

L’évaluation du potentiel antifongique de différentes HEs est réalisée au laboratoire de
mycologie, CRBt de Constantine selon la disponibilité des souches fongiques. Elle est testée
vis-a-vis du champignon phytopathogéne Fusarium oxysporum F. sp. licopersici, et déterminée
par la méthode de contact direct en mesurant la croissance mycélienne du champignon sur le
milieu gélosé PDA contenant chaque HE testée (Song et al., 2004). Pour cela trois dilutions
finales des HE dans du DMSO sont retenues dans cette étude a savoir 10, 15 et 20 uL/mL. Le
milieu de culture Potato Dextrose Agar (PDA) est préparé et laissé en surfusion a 60 °C avant
d’étre supplémenté de ImL de chaque dilution dans 100 mL de gélose en surfusion. Le milieu
est homogénéisé pour permettre une bonne dispersion de I’HE dans le milieu(Annexe 10). De
méme 1mL de DMSO est ajouté a 100 ml de PDA et considéré comme contr6le positif, la méme
opération est répétée avec le milieu de culture seulement pour préparer le contréle négatif. Un
disque de 5 mm de diamétre est prélevé d’une culture jeune de champignon, il est déposé
aseptiquement au centre de la boite de Pétri contenant le milieu PDA et ’extrait a tester.
L'expérience est répétée 4 fois pour chaque extrait. Aprés 7 jours d'incubation a 28°C, la
croissance mycélienne de I'agent phytopathogene est mesurée a I'échelle millimétrique. Les
résultats sont exprimés en pourcentage d'inhibition de la croissance de champignon pour chaque

HE. Ainsi, I'activité d'inhibition est exprimée en pourcentage et calculée selon la formule :

e Diameétre Controle positif — Diametre test
Pourcentage d'ihibition% = — — x100
Diameétre controle positif

3.3.4. Evaluation, in vitro, des activités anti enzymatiques des trois huiles essentielles

Les HEs ont des propriétés anti-enzymatiques intéressantes. Certaines enzymes peuvent
étre nocives pour la santé et certaines HEs peuvent étre efficaces pour inhiber ou ralentir ces
enzymes, contribuant ainsi a la prévention ou au traitement de diverses maladies. Cette activité

est testée au niveau du CRBt de Constantine pour les enzymes suivantes :

62



Matériel et méthodes

3.3.4.1. Inhibition de ’acétylcholinestérase

La méthode d’Ellman et al. (1961) est réalisée pour 1’évaluation de 1’activité inhibitrice
de I’acétylcholinestérase et butyrylcholinestérase. L’iodure d'acétylthiocholine et 1'iodure de
butyrylthiocholine sont utilisés comme substrats de la réaction en plus du DTNB ([5,5-dithio-
bis (2-nitrobenzoique)]. Pour cela des dilutions des HES sont préparées dans du méthanol (95°)
en série de 2, a partir d’une solution mere de 4mg/mL ainsi que les solutions des enzymes
acetylcholinestérase, butyrylcholinestérase, avec les substrats et les tampons. La technique
consiste a mélanger dans les puits d’une microplaque, 150 uL de tampon phosphate de sodium
(0,1 M, pH=8) a 10 pL d'une solution méthanolique d’HE a différentes concentrations et 20 uL.
de solution de I’enzyme acétylcholinestérase (5,32 x 10° UI) ou de I’enzyme
butyrylcholinestérase (6,85 x 10 Ul). Aprés une incubation de 15 minutes & 25°C, 10 pl de
solution DTNB (0,5 mM) et 20 uL d’iodure d’acétylthiocholine (0,71 mM) ou de chlorure de
butyrylthiocholine (0,2 mM) sont ajoutées. La lecture s’effectue a 412 nm, a intervalle de 5 min

pendant 20 min. Le galantamine est utilise comme référence ou standard.

Le pourcentage d'inhibition de I'AChE ou de la BChE est évalué par comparaison des
vitesses de réaction des extraits par rapport au témoin (méthanol au lieu de 1’enzyme dans du

tampon phosphate, pH 8) en utilisant la formule suivante :

Activité de l'enzyme sans HE — Activité de l'enzyme avec HE

Pourcentage d'ihibition% = —
g 0 Activité de l'enzyme sans HE

Les valeurs CI50 sont déterminées en utilisant les courbes de régression.

3.3.4.2. Activité inhibitrice de Iuréase

L’uréase catalyse la dégradation de I'urée en ammoniac qui est quantifié par le
phénolhypochlorite en milieu alcalin (Cheribet et Arioua, 2021). La capacité des HEs étudiées,
a inhiber 1’uréase est évaluée par la méthode de Nabati et al. (2012) avec quelques
modifications. Les HEs sont diluées dans du méthanol pour obtenir une gamme de
concentration de 6,25 a 400 pg/mL. Un volume de 10 pL de ce mélange est additionné a 25 pL
de I’'uréase (1 mg/mL dans le tampon phosphate 100 mM, pH 8,2) et a 50 uL de I'urée (30 mM)
comme substrat. Le mélange est incubé pendant 15 min a 37 °C et la quantité de I’ammoniac
produite est déterminé pat I’ajout de 45 uL du réactif phénol (0,4 g phénol et 2 mg nitroprusside
de sodium dans 40 mL d’eau distillée) et 70 pL du réactif basique (0,3 g NaOH et 0,5 mL
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d’hypochlorite dans 60 mL eau distillée). L’absorbance est mesurée a 630 nm. Les pourcentages

d’inhibition de 1’uréase sont déterminés par la formule suivante :

R Absorbance controle — absorbance test
%d'ihibition =

Absorbance controle

Les IC50 sont relevés a partir des courbes de régression, le Thiouré est utilisé comme

standard.

3.3.4.3. Activité inhibitrice de I’alpha amylase

L'activité inhibitrice de I'a-amylase est adaptée a la méthode iode/iodure de potassium
(IKI) (Zengin et al., 2014). Dans une microplaque a 96 puits, 25 pL de I'échantillon (chaque
HE est diluée dans du méthanol a partir d’une solution mére de 4mg/ml) sont ajoutés a 50 uL
de solution d'a-amylase (1U préparée dans du tampon phosphate avec 6 mM de NaCl) et
incubés a 37°C. L'initiation de la réaction est favorisée par la présence d'une solution d'amidon
(50 uL, 0,1%). Le mélange réactionnel est incubé a 37°C pendant 10 min et arrété en ajoutant
25 uL HCL (1 M), suivi de 100 pL de la solution d'iode-iodure de potassium. La mesure de
I’absorbance est prise a 630 nm. L'acarbose est utilis¢é comme inhibiteur standard de I'enzyme
a-amylase. L'activité d'inhibition est déterminée contre un blanc contenant un échantillon sans
enzyme. Le résultat est exprimé en % d’inhibition de I’enzyme selon 1’équation suivante :

(Ac — Ae) — (As — Ab)

%Inhibition = 1 — (Ac— A)

Ac=Absorbance [Amidon+IKI+HCI+Vol de solvant d’extrait+Vol tampon Enzyme]
Ae=Absorbance [Enzyme+Amidon+IKI+HCL+Vol de solvant d’extrait]
As=Absorbance [Enzyme+HE+Amidon+IKI+HCI]

Ab=Absorbance [HE+IKI+125uL de tampon]

3.3.4.4. Activité inhibitrice de la tyrosinase

L'activité inhibitrice de I'enzyme est mesurée par la méthode spectrophotométrique
décrite par Deveci et al. (2018) avec une lIégere modification. La tyrosinase de champignon est
utilisée et la L-DOPA est utilisée comme substrat de la réaction. Pour se faire, 150 pL de
tampon phosphate de sodium 100 mM (pH 6,8) sont additionnés a 10 pL de solution d’HE
dissous dans de I’¢thanol a différentes concentrations et a 20 pL de solution de tyrosinase dans
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le tampon. Le mélange est incubé pendant 10 min & 37 ° C, et 20 pL de L-DOPA sont ajoutés.
Les absorbances de I'échantillon et du blanc sont lues a 475 nm aprés 10 min d'incubation a

37°C dans une microplaque 96 puits. L’acide kojique est utilisé comme standard.

3.3.5. Evaluation de ’activité cytotoxique, in vitro, test Brine shrimp sur les larves

d’Artemia salina

Le test de la cytotoxicité des HEs étudiées est effectué au niveau du CRBt de
Constantine. L’ Artémia (Artemia salina) est une espéce de crustacés vivant dans les lacs salés,
les lagunes et les marais salants. Lorsque les conditions de vie du milieu ne sont plus favorables,
I'artémia est capable de produire des cystes. Ils ont la faculté de pouvoir, aprés réhydratation,
de donner naissance a des larves appelées nauplies (Annexe 11), qui résistent méme apres des
années. Les essais de toxicité des larves d’Artemia salina sont effectués selon la méthode de
Meyer et al.(1982). Pour cela, 1g d’ceufs d’Artémia sont rajoutés a un litre d’eau de mer
artificielle (3,6 % p/v de sel) en présence d’une source d’oxygene et de lumiére et incubés

pendant 48 h, a température ambiante comme le montre la figure 13.

Figure 13. Dispositif du test de cytotoxicité sur larve d’Artemia salina (Brine Shrimp)

Les échantillons d’HEs sont dissouts dans du DMSO. Dix larves sont recueillies a I’aide d’une
micropipette et placées dans une microplaque, 100uL d’une solution contenant 10 larves, 80
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uL d’eau de mer artificielle et 20 pL de chaque concentration choisie de ’'HE sont déposés
dans les puits. Aprés 48 h, une loupe est utilisée pour compter le nombre de larves mortes et

des larves vivantes et le pourcentage de mortalité est calculé selon 1’équation :

calité% %morts observés — %Morts témoin 100
mortalité% = — %
100 — %Morts témoin

Le DMSO est utilisé comme témoin positif.

La valeur CL50 est la concentration létale déterminée a partir de la courbe des pourcentages

d’inhibition a différentes concentrations et interprétée selon le tableau 7.

Tableau 7.CL50 de référence du test de cytotoxicité (Meyer et al., 1982).

CLso Toxicity
CLso > 80pg/ml -

80 ng/ml >CLso > 40pug/mi +
40pg/ml >CLsg > 10pg/ml ++
CLso<10pg/ml +++

- . non toxique, + : peu toxique, ++ : toxique, +++ : trés toxique
3.4. Essai d’incorporation des huiles essentielles dans le yaourt

3.4.1. Préparation yaourt

Des échantillons de yaourt sont préparés au niveau du CRBt de Constantine. Le lait écrémé
a 14 % (p/v) est fourni par la filiere laitiere locale GIPLAIT (Constantine, Algérie). 40 g/L de
lait en poudre sont ajoutés au lait écrémé avec 40 g/L de sucre puis traité thermiquement a 95
°C pendant 15 min et refroidi a 45 °C (Michael et al., 2010) (figure 14). Les bactéries starter
(Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus thermophilus) fournies par la méme industrie sont
utilisées pour inoculer le lait selon les recommandations du fabricant. A ce stade, I’'HE est
ajoutée au mélange a la concentration de 25ul/L et mélangé afin de permettre une bonne
homogénéisation du mix. La fermentation est effectuée a 45 °C pendant 4h. Le mélange est
refroidi a 4 °C pendant la période de stockage au froid de 28 jours. Pour évaluer I’effet de
I’incorporation de I’HE dans le yaourt, une comparaison avec le yaourt non incorporé est

effectuée. Les analyses réalisées concernent :
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e L’cffet de I’incorporation sur la qualité hygiénique (recherche des germes pathogénes)
et physicochimiques (pH, Acidité titrable) ;

e L’observation microscopique des bactéries lactiques du yaourt ;

o L’effet sur le dénombrement des bactéries lactiques ;

e L’analyse de I’activité antioxydante des yaourts incorporés d’HES par la méthode
ORAC, ABTS, CUPRAC.

Chaque méthode est basée sur des réactions d'oxydo-réduction différentes, ce qui donne
des potentiels antioxydants hétérogenes. Le choix du test ORAC est justifiée par son adaptation
parfaite aux aliments car ce test permet de mesurer cette capacité antioxydante en évaluant la
quantité de radicaux libres neutralisés par une matrice alimentaire. Plus le résultat du test est

élevé, plus I'aliment est considéré comme ayant un forte capacité antioxydante.
Lait en poudre écrémé Sucre Poudre de
14% 40g/L lait 40g/L

[ Traitement thermique a 95 °C pendant 15 min ]

b

[ Refroidissement a 45°C }

~~

Inoculation avec les bactéries starter

Lactobacillus bulgaricus et Streptococcus thermophilus

Incorporation des huiles essentielles & la dose de 25uL/L

<~

[ Incubation a I’étuve a 45°C / 4 heures }

Figure 14. Diagramme de fabrication des yaourts
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3.4.2. Analyse hygiénique des yaourts

Les analyses microbiologiques des yaourts formulés sont réalisées au laboratoire de
microbiologie, division biotechnologie alimentaire, Centre de recherche en biotechnologie
(CRBt) et au laboratoire BIOQUAL, INATAA, Université Fréres Mentouri Constantinel,
Algérie.

a) Préparation des dilutions décimales

10 mL du yaourt a analyser (incorporé et non incorporé d’huile essentielle) sont prélevés
aseptiquement du pot et introduits dans un flacon stérile contenant 90 ml d’eau physiologique
stérile. L’homogénéisation est faite a I’aide d’un vortex. Cette solution constitue la solution
mére 10, ImL de la suspension mére est prélevé aseptiquement a I’aide d’une pipette graduée
stérile et introduit dans un tube a essai contenant 9 mL d’eau physiologique stérile. La procédure
est de prélever 1 mL & partir de la dilution 10 et I’introduire aseptiquement dans un tube a

essai contenant 9 mL du diluant et ainsi de suite jusqu’a la dilution 107,
b) Recherche de la flore totale aérobie mésophile

Un prélévement de 1 mL a partir de la dilution 107 et 1034 I’aide d’une pipette graduée
stérile est déposeé dans la boite de Pétri vide. La gélose PCA (Plat Count Agar) est coulée (15 a
20) mL et homogénéisée grace a des mouvements de rotation en forme de 8. L’incubation se
fait & 30 °C pendant 48h suivie du dénombrement des bactéries. La lecture des boites se fait a
I’aide d’un compteur de colonie. Le résultat positif est exprimé par la présence de colonies

sphériques de couleur créeme.

c) Recherche de Coliformes totaux et fécaux

La méme opération précédente est effectuée avec la dilution 10 dans la gélose VRBL
(Violet Red Bile Lactose Agar). Les boites sont incubées a 44°C pendant 24h pour la recherche
des coliformes fécaux et les boites incubées a 37°C pendant 24h pour la recherche des

coliformes totaux.

d) Recherche de Staphylocoques

Un prélévement de 0,1 mL a partir de la dilution 10 a I’aide d’une micropipette est déposé

dans la boite de pétri coulée au préalable avec la gélose Chapman. L’incubation se fait a 37°C
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pendant 24h. Le résultat positif est exprimé par la présence de colonies noires au centre avec

un halo jaune autour.

e) Recherche de Salmonelles

Un pré-enrichissement dans 1’ecau peptonnée tamponnée et incubéa 37°C pendant 24 heures.
Unprélévement de 0,1 mL est déposé a partir de la dilution 10 a I’aide d’une micropipette dans
la boite de Pétri coulée au préalable avec la gélose SS (Salmonella, Shigella). Le résultat positif

est exprimé par la présence de colonies a grand centre noir et a périmétre clair.

f) Recherche de levures et moisissures

Un prélévement de 0,1 mL a partir de la dilution 10 a 1’aide d’une micropipette est déposé
sur la boite de pétri coulée au préalable avec la gelose Sabouraud et séchée. Les boites sont
ensuite incubées a 30°C pendant 5 jours. Le résultat positif sera exprimé par la présence de

colonies crémeuses pour les levures et de colonie filamenteuses pour les moisissures.

g) Dénombrement des bactéries lactiques du yaourt

Un prélévement de 1mL des dilutions 10, 10°°, 101t est placé dans chaque boite de Pétri
correspondante puis coulée de la gélose MRSpour la recherche des bactéries Lactobacillus
bulgaricus puis incubées a 37°C pendant 72h en anaérobiose. Pour les bactéries Streptococcus
thermophilus, la gelose M17 est ensemencée avec 1 mL des dilutions et incubée a 37°C pendant
48h. Les résultats positifs sont exprimés par 1I’observation de colonies lenticulaires de 1 a 3 mm
de diamétre sur milieu MRS pour les lactobacilles, et de colonies lenticulaires de 1 a 2 mm de
diamétre sur M17. Le dénombrement se fait selon les boites présentant un nombre significatif

de colonies (entre 30 et 300 UFC unite formant colonie).

3.4.3. Analyse physicochimique des yaourts formulés

Les différentes analyses physicochimiques sur les échantillons de yaourts obtenus sont
effectuées au niveau de la division de Biotechnologie alimentaire au niveau du CRBt de
Constantine et le laboratoire BIOQUAL de I’Institut de la Nutrition, de 1’alimentation et de
Technologie Agro-Alimentaire de Constantine.
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e pH etacidité
Le pH des échantillons de yaourt est déterminé selon Ani et al. (2018). 10 g d'échantillon
de yaourt sont placés dans un bécher et mélangés a 1’aide d’un barreau magnetique sur plaque

d’agitation. Le pH des échantillons est déterminé par un pH-metre (Mettler Toledo).

L’acidité titrable est évaluée en plagant 10g de yaourt homogénéis¢€ dans un bécher, Sgouttes
d’une solution de phénolphtaléine sont ajoutés avec une agitation en continue, la titration est
réalisée a I’aide d’une burette remplie d’une solution de soude (NaOH) IN graduellement
jusqu’a ce que la couleur du yaourt vire vers le rose persistant. La quantité de soude utilisée
exprime le degré d’acidit¢ dans le yaourt par 1’'unit¢é Dornic (°D) selon 1’équation :

Acidité en®°D = Volume NaOHx10

3.4.4. Observation microscopique de ’effet des HEs sur les bactéries L. bulgaricus et S.

thermophilus dans les yaourts formulés

Un ensemencement de 0,1 mL de la dilution 10 des différents yaourts obtenus a J1 et
J28, est effectué par écouvillonnage sur une gélose MRS et M17 coulées dans des boites de
Pétri et incubée a 37°C pendant 24h en anaérobiose pour L. bulgaricus et 37°C pendant 24h
pour S. thermophilus. L’observation microscopique est réalisée a partir d’un frottis de colonies
obtenues apres coloration de Gram. Les frottis sont séchés par le papier buvard et examinés par

microscope jusqu’a I’objectif & immersion (grossissement x100).
3.5. Evaluation de P’activité antioxydante des yaourts formulés

L’¢évaluation des capacités antioxyantes des yaourts est réalisée a partir de la préparation
d'extraits hydrosolubles (WSE : Water Soluble Extracts) des yaourts : témoin et supplémentés
en HE de chaque plante. Afin d'obtenir les extraits hydrosolubles, 10 mL des échantillons de
yaourts (YN non supplémenté et yaourts supplémenté YST, YSC, YSV) sont centrifugés a
5000 x g a 4 °C pendant 20 min, suivis d’une filtration a travers un disque a membrane filtre
(0,45 nm) est utilisée pour mesurer ’activité antioxydante et quantifier les composés

phénoliques totaux aux jours 1, 7, 21, 28 de stockage a froid a 4 °C.

Les yaourts sont soumis a trois tests antioxydants, le choix de ces trois tests est justifié
par la spécificité du test ORAC adapté a la mesure de la capacité antioxydante totale de
I’aliment. Le test ABTS est choisi pour sa rapidité, facilité d’utilisation et sa capacité a détecter

des niveaux trés faibles d’antioxydants dans les aliments. Le test de CUPRAC, est retenu pour

70



sa facilité d’exécution et sa sensibilité envers les antioxydants du yaourt ayant la capacité de

réduire les ions cuivre tels que les polyphénols et les protéines laitiéres.
3.5.1. Test ABTS

L'activité de piégeage des radicaux - cation ABTSe+ est déterminée selon la méthode
de Re et al. (1999) avec quelques modifications. Le radical ABTSe+ est généré par la réaction
entre 7 mM d'ABTS dans I'eau et 2,45 Mm de persulfate de potassium et le mélange est stocké
dans I’obscurité a température ambiante pendant 12-16. La solution ABTS<+ est diluée avec de
I'eau distillée pour obtenir une absorbance de 0,7 + 0,025 a 734 nm. Dans une microplaque de
96 puits, 160 pL de la solution d’ABTSe+ sont ajoutés a 40 puL de chaque extrait hydrosoluble
des différents yaourts et laissés réagir 10 min. Le Trolox est utilisé comme étalon pour exprimer
les résultats en uM Trolox eq /ml Yaourt a partir de I’équation y=0,0761x+0,365 (Annexe 12.a).

L'absorbance est lue & 734 nm a 1’aide d’un lecteur a microplaque.
3.5.2. Test CUPRAC

L’activité de réduction des ions de cuivre est utilisée pour tester la capacité antioxydante
des yaourts formulés. Pour cela le méme protocole appliqué aux HES est reproduit aux yaourts.
Dans une microplaque de 96 puits, 50 pL de solution de chlorure de cuivre (II) (0,01 M), 60 uL
d'acétate d'ammonium (1 M) et 50 uL. de néocuproine (0,0075 M) sont mélangés a 40 puL des
extraits hydrosolubles des yaourts supplémentés et non supplémentés d’HEs. La microplaque
est incubée 1 h a température ambiante, et I'absorbance est lue a 450 nm grace au lecteur de
microplaque. Le Trolox est utilisé comme étalon et les résultats sont exprimés en uM Trolox
équivalent par mL de yaourt. L’équation de la courbe est comme suit : y=0,0092x (Annexe
12.b)

3.5.3. Test ORAC

L’activité antioxydante des yaourts supplémentés et non supplémenté est examinée pour
leur capacités de piégeage des radicaux peroxyle et hydroxyle, en utilisant un test d’absorbance
des radicaux oxygene a travers la méthode ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity), telle
gue décrite par Alafén et al. (2011) avec quelques modifications. Pour cela, dans une
microplaque noire a 96 puits, 25 pL de I’extrait hydrosoluble des différents types de yaourts est
additionné de 25 pL de fluorescéine (44,782 uM) (3',6'-dihydroxy-3 H-spiro(2-
benzofuranel,9'-xanthéne)-3-un) (huméro CAS Sigma-Aldrich:518-47-8) (sonde fluorescente),
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le mélange est incubé a 37 °C pendant 20 min avant d'ajouter 200 pL. d'AAPH (122,499mM)
(2,2'-azo-bis (2-methylpropionamidinedichlorhydrate)(numéro CAS Sigma-Aldrich : 2997-92-
4) utilisé comme générateur de radical peroxyle pour initier la réaction dans un volume final
de 250uL. La fluorescence est enregistrée chaque minute pendant 90 min a 1’aide d’un lecteur
a microplaque (Perkin Elmer, Enspire). Une solution de Trolox (5-40 uM) est utilisée pour
définir la courbe standard. La génération de radicaux par I’AAPH va entrainer la dégradation
de la fluorescéine et par conséquent la diminution de la fluorescence. L’ajout d’un agent

antioxydant va retarder le processus de dégradation.

Dans ce test, la capacité de yaourt a protéger la fluorescéine de I'oxydation est suivie
grace a la courbe de décroissance. Les valeurs ORAC sont calculées en utilisant les aires sous
les courbes (AUC). Les résultats sont exprimés en micromoles d'équivalents Trolox (TE) par

mL d'échantillon de yaourt tirés a partir de la courbe d’étalonnage du Trolox suivante :

y=0,0947x+41,9 (Annexe 12.c).

3.6. Evaluation de ’activité antioxydante des bactéries lactiques du yaourt fermentées

en présence et en absence des HES

Afin d’évaluer le potentiel antioxydant des bactéries lactiques du yaourt L. bulgaricus et
S. thermophilus ainsi que la bactérie utilisee comme controle L. rhamnosus, des extraits de

cellules intactes des bactéries sont préparés comme suit :

Une culture de 18h a 37°C de L. bulgaricus et L. rhamnosus est réalisée en bouillon MRS,
et en bouillon M17 pour S. thermophilus, ajustée a une DOsoonm=0.9, puis centrifugée a 12000xg
pendant 10min a 4°C. Le culot est lavé trois fois avec une solution tampon phosphate de
potassium (0,2 M ; pH 7) afin d'éliminer les traces du milieu (Saide et Gilliland, 2005). Les
cellules lavées sont remises en suspension dans le méme tampon et ajustées a une DOsoonm=0,9.
Cette suspension est utilisée pour étre ensemencée avec 0,025uL/mL de la solution d'HE
(préparée dans du DMSQO). Apres une incubation de 72h, a 37°C, une centrifugation est
effectuée a 4000xg pendant 20min a 4°C et le surnageant est utilisé pour le test ORAC selon le

méme protocole cité ci-dessus.
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3.7. Evaluation de I’effet des HEs sur la teneur en acides organiques et arome des

yaourts incorpores

Pour rappel, les échantillons de yaourts étuvés utilisés pour cette étude sont représentés
par les extraits hydrosolubles (WSE) obtenus auparavant par centrifugation puis injecté dans
une bouteille d'échantillon d’HPLC en tant qu'échantillon. Les acides organiques (acide
lactique, acide formique, acide acétique, acide citrique et acétaldéhyde) sont analyses par
HPLC-DAD (High-Performance Liquid Chromatography with Diode Array Detection) qui est
une technique analytique largement utilisée en chimie et en biologie pour séparer, identifier et
quantifier les composés présents dans un échantillon. Elle combine la chromatographie liquide
a haute performance (HPLC) avec une détection par réseau de diodes (DAD)(Batista et al.,
2017). L’HPLC utilisée (Agilent Technologies 1260 Infinity Series) (Annexe 13) est équipée
d'un détecteur DAD (diode array diode),d'une pompe quaternaire, d'un injecteur automatique et
d'une colonne Zorbax C18 (5 um, 4,6 x 250 mm). La température du four a colonne est de 35
°C. Le volume d'injection est de 20 uL. La phase mobile est un mélange de tampon K>HPO4
(0,02 mol/L, pH 2,0) et de méthanol, et le rapport volumique est de 95:5systéme isocratique
pour un temps d'analyse de 30min. Le débit est de 0,7 mL/min et la longueur d'onde de détection
est de 210 nm. En utilisant la série de concentrations de chaque acide organique comme
coordonnée horizontale et les aires des pics correspondantes comme coordonnées verticales, les
courbes standards des acides organiques et acétaldéhyde sont tracées et utilisées pour calculer

la teneur en acide organique et acétaldéhyde en uL/mL de yaourt.

3.8. Evaluation de I’effet des HEs sur la teneur en polyphénols dans les yaourts formulés

La teneur totale en composés phénoliques des HEs et échantillons de yaourt (NSY, YST,
YSC et YSV) est déterminée a l'aide de la méthode de Folin-Ciocalteu (Singleton et Rossi,
1965). Dans une microplaque a 96 puits, 20uL de 1’extrait hydrosoluble du yaourt ou d’une
dilution de I’HE dans le méthanol a 1 mg/mL sont ajoutés a 100 pL de réactif de Folin Ciocalteu
(1:10) et 75uL de Na2COs. Les échantillons sont incubés a l'obscurité pendant 120 min a
température ambiante. Un blanc est préparé avec du méthanol ou de I'eau distillée pour I’HE et
I’extrait de yaourt respectivement. Enfin, 'absorbance est mesurée a 765 nm avec un lecteur de
microplaques. La concentration des composés phénoliques totaux est calculée a partir de la
courbe standard de I'acide gallique (y = 0,0034x + 0,1044) (Annexe 12.d). Les résultats sont
exprimés en pg d’équivalent acide gallique (GAE) par mL d'échantillon (ug GAE/mL).
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3.9. Analyse sensorielle

L’¢évaluation sensorielle est effectuée par un panel de jury composé de 10 personnes
travaillant au niveau du CRBt de Constantine (Annexe 14). Tous les critéres évalués (Gout,
odeur, texture et acceptabilité générale) ont des scores de 1 a 5 (5=excellent, 4=bien, 3= normal,
2=n’aime pas, 1=n’aime pas du tout) (Karagl-Yceer et Drake, 2006 ; Popescu et al., 2022).

3.10. Analyse statistique

Le logiciel GRAPHPAD Prism8 est utilisé pour la saisie et le traitement statistique des
données de I’enquéte. Les résultats sont exprimés en pourcentage lorsqu’il s’agit de variable
qualitative (genre, profession, etc.) et en moyenne plus ou moins 1’écart type lorsqu’il s’agit de
variable quantitative. Le test d’ANOVA a un et deux facteurs est effectué par le méme logiciel.

Certains graphes sont réalisés directement sur Word 2021.
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Reésultats et discussion 1. Résultats de ’enquéte réalisée

1.1.Profil des informateurs

Suivant le nombre d’informateurs (95) ayant participé au sondage en ligne en utilisant
I’application « Google forms », 78,9% sont des femmes et 21,1% des hommes (figure 15.a).
Cette catégorie n’est pas visée particulierement, ce résultat est le fruit du hasard, il pourrait étre
expliqué, par I’intérét que porte cette tranche (femmes) aux PAMs et leur utilisation en tant que
condiment alimentaire ou en phytothérapie en Algérie. La tranche d’age la plus fréquente étant
celle entre 31 et 40 ans (figure 15.b). Parmi les informateurs, il ressort que la minorité (4,2%)
a un niveau secondaire et la majorité a un niveau universitaire (95,8%) (figure 15.c). Pour ce
qui est des wilayas ayant le plus grand taux de participation, figure en premier lieu Constantine
(40%), suivie de la wilaya de Béjaia (17,89%) et Alger (16,84%) (figure15.d).

Genre Age
4,21%
0,
21,05% 12,63% g 17,89%
78,95%
30,53% 34,74%
BFemme BHomme B820-30 B831-40 B41-50 @51-60 @>60 ans
Figure 15. a. Profil des informateurs ayant Figure 15. b. Profil des informateurs ayant
participé au sondage selon le genre participé au sondage selon I’age

Niveau d'instruction

95,79%
B@Secondaire B Universitaire

Figure 15. c. Profil des informateurs ayant
participé au sondage selon le niveau
d’instruction
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Wilayas

Figure 15.d. Répartition des informateurs selon les wilayas d’appartenance
1.2. Renseignements sur les trois espéces de plantes sélectionnées

1.2.1. Connaissance

Selon les résultats du sondage, les plantes aromatiques sont familieres aux informateurs,
avec un pourcentage de connaissance de 95,8% (figure 16.a). Il semble que la citronnelle soit
une plante méconnue comparativement au thym et a la verveine. En effet, 35,79% des
informateurs ne connaissent pas la citronnelle contre 61,05% qui la connaissent. Cette plante
endémique de I’Inde et du Sri Lanka a été introduite récemment en Algérie (Goetz, 2020), donc

ses effets thérapeutiques ne sont ni connus ni maitrises.

Concernant les deux plantes thym et verveine les informateurs ont une trés bonne

connaissance de ces plantes, équivalente a 98,95% et 96,84% respectivement (figure 16.b).

Non &EE 4,2
Oui

# 95,8

0 20 40 60 80 100 120
%

Figure 16. a. Degré de Connaissance des informateurs des plantes aromatiques
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Citronnelle

Verveine

Thym

0 20 40 60 80 100 120

BNon BOui %

Figure 16. b. Degré de Connaissance des informateurs du thym, de la verveine et de la
citronnelle

1.2.2. Appellations locales des trois plantes

Selon les personnes interrogées, le thym est dit : Zaater ou Zaiitra a 28,42 et 24,21 %
respectivement. Les appellations : Tizaatrine, Tizaatherth, Tamezirt ou bien Rande et
I’appellation thym ont été citées avec un faible pourcentage ne dépassant pas 3,16%. Par

ailleurs, 37,89% des informateurs n’ont fourni aucune réponse.

Concernant la verveine, la majorité des personnes ayant répondu au questionnaire ont
cité ’appellation Louiza et Tisane avec 31,58 et 20% respectivement. D’autres appellations,
mais moins fréquentes telles que Raii lehmem, Talmest n imyan yettafaren ou bien tisane

verveine ont été citées (figure 17.b).

Contrairement aux deux autres plantes, la citronnelle a enregistré un grand pourcentage
d’informateurs qui se sont abstenus (83,6%). Quelques appellations sont citées avec des
pourcentages trés faibles, telles que : Karess, Louiza roumia, Merista, Nanaa enhal, Melissa ou

bien Lfar zizwi (figure 17.c).
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Thym

Tamezirt

= 1,05

Sans réponse 37,89

Tizaatherth
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=EE 2,11
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® 24,21

Rande m@m 105

Thym

EEEE 2,11

Zaater

HHE 28,42

%

Figure 17. a. Différentes appellations attribuées au thym par les informateurs

Verveine

Melissa g 1.05

Tisane verveine g 1,05
Louiza tisana g 1,05
Raii lehmem 1.05

talmest n imyan yettafaren g 1.05

Pas d'autres appellations

=8 14,00
Tisane m 20,00
Sans réponse m 28,42
Louiza 4 =8 31,58
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Figure 17. b. Différentes appellations attribuées a la verveine par les informateurs
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Citronnelle

Citronnelle 1,05
Rich elkaress 1,05
Zeste de citron 1,05
Verveine 1,05
Lfar zizwi 4 1,05
Mlisa 1,05

Naana enahl 1,05
Mersita 1,05
Tisane elkaress gy 2 11
Louizaroumia peq 2:11

Karess  gegss 421
Sans réponse 83.16

%

Figure 17. c. Différentes appellations attribuées a la citronnelle par les informateurs

1.2.3. Criteres d’identification

D’apres les résultats du sondage (figure 18), les informateurs reconnaissent le thym, la
verveine et la citronnelle par leur morphologie et arome (64,27%, 69,81% et 26,59%
respectivement). Une importante catégorie d’informateurs reconnait ces plantes par leur ardme
seulement (19,94%, 17,73% et 23,27% pour le thym, la verveine et la citronnelle
respectivement). Nous remarquons par ailleurs, qu’un faible pourcentage des informateurs
reconnait ces plantes par leur morphologie seulement, ou bien la saison de leur récolte
seulement. Cependant certains auteurs affirment dans leur étude que la citronnelle est cultivée
en Algérie pour étre utilisée contre les affections de I’estomac et des gencives et également pour
ses propriétés anti inflammatoires (Boukhatem et al., 2014), elle enregistre le plus grand
pourcentage de personnes n’ayant fournis aucune réponse concernant sa connaissance (61,05

%) et ses criteres d’identification (26,59%).
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Figure 18. Critéres d’identification du thym, de la verveine et de la citronnelle
1.2.4. Lieux d’achat

Il est a noter, d’apres les résultats enregistrés (figure 19) que les lieux d’achat des plantes
étudiées different d’une plante a une autre. Selon les informateurs, le thym est beaucoup plus
acheté soit chez un herboriste (24,21%) soit au marché (18,95%) mais la majorité (31,58%)
I’achete au niveau des deux fournisseurs. Un faible pourcentage d’informateurs (<10%)

I’achete des supérettes.

Concernant la verveine, elle est achetée majoritairement chez 1’herboriste (23,16%),
mais aussi au marché (10,53%) et aux supérettes (4,21%). Nous constatons par ailleurs que

15,79% des informateurs I’achétent au niveau des marchés, des herboristes et des supérettes.

D’apres le sondage, 36,84% des informateurs n’ont fourni aucune réponse a propos de
la citronnelle. Néanmoins, un pourcentage des informateurs retrouve cette plante dans les
différentes catégories avec : 9,47% pour herboriste, 17,89% pour le marché, 8,42% pour
I’herboriste et un faible pourcentage <10% affirment acheter cette plante au niveau des

supérettes.
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Figure 19. Lieux d’achat du thym, de la verveine et de la citronnelle

1.2.5. Utilisation dans le domaine alimentaire

D’apres la figure 20, le sondage montre que les plus grands pourcentages d’utilisation
des plantes sont pour des raisons de santé et d’aromatisation beaucoup plus que pour la
conservation et la texturation. La verveine étant la plus utilisée pour son effet sur la santé
(67,37%). Concernant 1’aromatisation, le thym est beaucoup plus utilis¢ (17,89%) que la
verveine et la citronnelle. Quant a la citronnelle, 42,11% des informateurs n’ont pas donné de

réponses, seuls 22,11% ont opté pour 1’effet santé et 7,37% pour 1’effet aromatisant.
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Figure 20. Raisons d’utilisation du thym, de la verveine et de la citronnelle

1.2.6. Parties des plantes utilisées

Les parties de plantes utilisées par les informateurs varient d’une plante a une autre
(figure 21), 66,32% des informateurs préferent 1’utilisation des feuilles de la verveine, tandis
que le thym est utilisé le plus avec ses feuilles et tiges. La citronnelle n’a pas enregistré un
grand pourcentage dans toutes les combinaisons du fait qu’il n’y a pas beaucoup d’informateurs

qui connaissent cette plante.
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Figure 21. Parties végétatives utilisées du thym, de la verveine et de la citronnelle.

1.2.7. Initiation a I’utilisation des plantes étudiées

L’initiation a I’utilisation des plantes étudiées est représentée dans la figure 22. Nous

remarguons que les trois plantes présentent des pourcentages élevés dans la catégorie initiation

par tradition avec une prédominance pour la plante verveine 89,47%.
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Figure 22. Initiations a I’utilisation du thym, de la verveine et de la citronnelle

1.2.8. Utilisation des huiles essentielles des plantes étudiées

D’apres la figure 23, il semble que les informateurs n’utilisent pas vraiment les HES

dans leurs préparations culinaires. En effet, 97,89% d’entre eux n’utilisent pas I’HE du thym,

ceux qui I'utilisent I’emploient sous forme de branches pour soigner certaines maladies ou bien

quelques gouttes en cas de maux de téte. 66,32% des informateurs n’utilisent pas ’'HE de

verveine et ceux qui I’utilisent indiquent I’emploi culinaire et avec du citron. Concernant la

citronnelle, 63,16% des informateurs n’ont pas répondu, seulement 6,32% ont confirmé

I’utiliser et certaines réponses indiquent son utilisation dans les boissons, en plats traditionnels

non précisés.
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Figure 23. Utilisation des huiles essentielles du thym, de la verveine et de la citronnelle

A I’issu de cette enquéte, il ressort que majoritairement les informateurs n’utilisent pas
vraiment les HEs, notamment celles du thym, de la verveine et de la citronnelle, dans leurs
préparations culinaires. La citronnelle est une plante qui est méconnue par la majorité des

informateurs.

85



Résultats et discussion 2. Rendements et activités des HEs étudiées

2.1. Rendement et caractéristiques organoleptiques des HEs extraites

Les rendements d’extraction des HEs du thym (T. willdenowii), de la verveine (A.

citriodora) et de la citronnelle (C. citriodora) sont représentés dans la figure 24.

1,5 .
Hm C. citratus
= T. willdenowii

1,0 T Em A. citriodora
=S

0,54

0,0-

Figure 24. Rendements d’extraction en huiles essentielles du thym, de la verveine et de la
citronnelle

Concernant la citronnelle et en comparaison avec les résultats rapportés dans la
littérature, il ressort que C. citratus donne un plus grand rendement (1,23+0,23%), par rapport
aux resultats de Madi et al. (2021). Ces derniers ont étudié 1’effet de la saison sur le rendement
en HEs, les valeurs obtenues sont de 0,15% et 0,46% au printemps et en hiver respectivement.
En effet, la collecte de notre plante s’est effectuée en €té ce qui expliquerait probablement cette
différence. En cette période les plantes connaissent une réduction significative de la quantité
d’eau dans les feuilles ce qui facilite I’extraction et réduit la dissolution des composés dans la
phase aqueuse végétale. A I’inverse, notre résultat s’avere inférieur a celui obtenu par Likibi et
al. (2019) dont le rendement de la méme espece cueillie a Brazzaville est de 1,54%. En effet,
la grande taille des feuilles de C. citratus offre une surface plus importante remplie de poils

sécréteurs produisant des gouttelettes d’HEs.

Par ailleurs le thym (T. willdenowii) fournit un rendement en HE de 0,83%=0,27. ce
taux est plus important que celui cité dans les travaux de Belmalha et al., (2015), ou le
rendement de la méme espece cultivée au Maroc, plus précisément la région d’Annzala, est
estimé a 0,28% et de celui de Bnina et al. (2009) estimé a 0,35%. Cependant, le rendement
obtenu par Radi et al. (2021) estimé a 3%, est remarquablement plus élevé que celui enregistré

dans la présente étude.
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Quant a A. citriodora, elle a totalisé un rendement d’extraction en HEs de 0,83% %0,35.
Ce rendement est supérieur a celui enregistré par Oukerrou et al. (2017), ayant étudié la méme
espece mais cultivée au Maroc (0,1 a 0,2%).

En effet, les familles botaniques Lamiaceae, Poaceae et Verbenaceae auxquelles
appartiennent le thym, la citronnelle et la verveine respectivement sont connues par leur
richesse en HEs (Marin et al., 2008 ; Ekpenyong et al., 2015 ; Elechosa et al., 2017).

La différence entre les résultats, pour la méme espéce, est probablement due aux variétés
locales, au stade végétatif, la région de la collecte, la saison mais aussi les conditions
d’extraction et I’appareillage (Toure, 2015).

L’observation microscopique des poils sécréteurs des huiles essentielles des trois

plantes étudiées est présentée dans la figure 25.

Figure 25. Observations microscopiques des poils sécréteurs (au grossissement 2,5 X 40).
A) Citronnelle (Cymbopogon citratus), B) Thym (Thymus willdenowii), C) Verveine (Aloysia citriodora)

Les principales caractéristiques organoleptiques des HEs extraites sont présentées dans le

tableau ci-dessous :

Tableau 8. Caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles extraites

HE Thymus willdenowii Cymbopogon citratus Aloysia citriodora
Couleur Jaune tres clair Jaune Jaune foncé
Odeur Douce et agréable Citronnée Citronnée
Liquide et Liquide et Liquide et
Aspect Limpide Limpide limpide

D’apres Benoudjit et al. (2022), I’aspect de I’HE de la plante C. citratus est liquide et
limpide et de couleur jaune péle ce qui concorde avec notre résultat. La senteur citronnée a aussi
été notée dans cette étude et également signalée par Boukhatem et al. (2014).
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Concernant I’espéce A. citriodora, la couleur jaune fonce a été observée dans une espece
de verveine cultivée dans différents endroits au Maroc, 1’auteur rapporte I’observation d’une
couleur jaune a jaune fonce avec un aspect liquide et clair et une senteur fraiche et citronnée
(Oukerrou et al., 2017).

2.2. Composition chimique des HES extraites

Nous rappelons que 1’analyse de la composition chimique des HEs est réalisée par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC/MS), dont le seuil
de détection est de 0,1%.

2.2.1. Huile essentielle de Thymus willdenowii

L’analyse de la composition chimique de I’HE de T. willdenowii a permis d’identifier 6
composés dont le pourcentage est supérieur ou égale a 0,1%. Ces composes ont une aire

cumulée qui correspond a 99,99% (Tableau 9).

Tableau 9. Composition chimique de I’huile essentielle de T. willdenowii

Composé RT Rlexp  [Rhit Aire%

1 Linalool L 15,55 1080 (1082 89,55

2 Endo-Bornéol 17,25 |1145 1148 0,49

3 a- Terpinéol 19,55 (1170 (1172 0,6

4 Linalyl acétate 22,73 |1230 1232 1,74

5 Carvacrol 24,43 1268 (1275 5,6

6 Caryophylléne 29,85 (1422 (1424 2,01

Total 99,99

Monoterpenes oxygéneés : (N°: 1, 2, 3, 5) 96,24

Sesquiterpénes : (N° : 6) 2,01

Autres : (N°: 4) 1,74
Rlexp= Indices de rétention calculés & partir de la série d'alcane en C8-C20 dans une colonne capillaire
HP-5. Rli: = Indices de rétention de la littérature, RT = Temps de rétention.

L’analyse de la composition chimique de I’HE de T. willdenowii a montré une
prédominance en linalool (89,55%). Les sesquiterpenes représentent un faible pourcentage
(2,01%) comparés aux monoterpenes oxygénés (96,24%) (Annexe 15.a). La figure 26 illustre

les spectres obtenus.
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Figure 26. Spectres des composés révélés dans I’HE de T. willdenowii par GC/MS

Notre résultat est en accord avec une étude précédente rapportée par Miguel et al. (2015)
qui ont constaté que le linalool (66%) était le principal composé du thym portugais. Bnina et
al. (2009) ont trouvé que l'a-pinene, le camphre et le 1,8-cinéole sont les composés dominants
de I’HE de T. hirtus récoltée a Monastir (Tunisie). Par ailleurs, les résultats évoqués par
Guesmi et al. (2018) sont en concordance avec les nétres ; ils ont rapporté I'absence de thymol
chez Thymus hirtus sp. algeriensis poussant en Tunisie. Par contre, Radi et al. (2021) ont trouvé
des monoterpénes oxygénés (32,81%) avec une dominance de carvacrol (16,19%), d'acétate de
géranyle (8,35%), d’oxyde de caryophylléne (6,90%), de camphre (5,99%), et du (E)-
caryophyllene (5,59%) chez T. willdenowii du Maroc.

Récemment, Zeghib et al. (2021) ont constaté que la méme espéce, poussant a Bekira
(Constantine, Nord-Est, Algérie), contient du 1,8-cinéole (34,62%), du camphre (18,55%), de
I’a-pinéne (9,46%) et de la camphéne (5,38%) comme composants majoritaires parmi 44

composeés représentant 97,3% du total de composés.

La variabilité des résultats de la composition de I’HE peut étre attribuée a de nombreux
facteurs notamment, le stade de développement de la plante, la partie de la plante utilisée, les
facteurs géographiques a travers les conditions telles que le climat, l'altitude, le type de sol et
I'environnement dans lequel la plante pousse ; les facteurs saisonniers comme la période de
récolte de la plante, la température, I'humidité et la durée d'exposition a la lumiére (Deschepper,
2017); les facteurs génetiques ou on retrouve des différences dans les variétés via leur
chémotype ou profils chimiques distincts en raison de leur patrimoine génétique unique. Des

variations génétiques naturelles ou des différences cultivars également (Djibo et al., 2004).
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Ajouteé a cela les méthodes d'extraction de I'HE, chaque méthode peut entrainer des différences
dans sa composition, sans oublier les conditions de stockage (lumiere, chaleur, humidité et
durée de stockage). Nous pouvons noter que I’HE étudiée ici est marquée par la présence d’une
grande fraction de monoterpénes oxygenés (96,24%). La fraction sesquiterpénique est dominée
par le caryophyllene (2,04%). Il s’agit d’un composé responsable de 1’ardme épicé de certaines
plantes qui est un composé connu pour son activité anti inflammatoire, anti cancéreuse,
affectant la croissance et la prolifération de nombreuses lignées de cellules cancéreuses (Fidyt
etal., 2016).

2.2.2. Huile essentielle de C. citratus

L’analyse de la composition chimique de I’HE de C. citratus a permis d’identifier 12
composés dont la teneur est supérieure ou égale a 0,1%. Ces composes ont une aire cumulée

qui correspond a 98,48% (tableau 10).

Tableau 10. Composition chimique de I’HE de C. citratus

Compound RT  Rlexp [Rhit  |Aire(%)
1 Cis epoxyocimene 14,9 1015 (1017 0,32
2 Linalool L 15,3 |1080 (1082 18,45
3 Verbénol 19,28 1130 (1132 2,37
4 Terpinéol 19,59 1205 (1210 0,22
5 Nérol 21,44 11230 1232 (0,61
6 Z-Citral (Néral) 22,09 |1242 1245 (29,89
7 Géraniol 22,7 (1243 |1246 3,76
8 E-Citral (Géranial) 23,51 |1248 1249 (38,6
9 Carvacrol (Phenol.2methyl5(1methylethyl)24,42 |1273 (1275 1,38
10  |Geranylacétate 28,42 (1350 (1352 0,32
11  |Caryophylléne 29,85 (1422 (1424 0,4
12 [Tridécanone 33,05 |1473 1476 [0,32
Total 98,48
Monoterpenes oxygénes (No: 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10) 95,28
Sesquiterpéne (No: 11) 0,4
Autres (No: 12) 0,64
Rlexp= Indices de rétention calculés & partir de la série d'alcane en C8-C20 dans une colonne capillaire
HP-5. Rli: = Indices de rétention de la littérature, RT = Temps de retention.

L’analyse de la composition chimique de I'HE de C. citratus a montré une
prédominance de trois composeés : E-citral (38,6%), Z-citral (29,89%) et linalool (18,45%)
(Annexe 15.b). Le E-citral est communément appelé néral ou citral cis et le Z-citral est appelé
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géranial ou citral trans. Le citral est I'un des composés aromatiques les plus importants,
largement utilisé dans les boissons, les aliments et les parfums en raison de son profil a saveur

caractéristique (Maswal et Dar, 2014).

Les sesquiterpénes représentent un faible pourcentage (0,4%) comparés aux
monoterpenes oxygeneés (95,28%). Les spectres des différents composés est représenté dans la
figure 27..

Figure 27. Spectres des composés révélés dans I’HE de C. citratus par GC/MS

Dans I’étude d’Ajayi et al. (2016), les résultats d’une GC/MS portant sur la méme
espéce, ont révélé la présence de citral comme composé majoritaire ce qui est en total accord
avec nos résultats. Par ailleurs I’HE extraite de 1’espéce C. citratus cueillie dans la région de
Chiffa, wilaya de Blida en Algérie, a montré deux isomeéres du citral comme composés
majoritaires qui sont respectivement 1’isogéranial a 41,77% et le néral a43,75% (Benoud;jit et

al., 2022). Ce résultat differe des composeés révélés dans la présente étude.

Les spectres GC/MS ont révélé le géraniol, un composé monoterpénique acyclique avec
une valeur de 3,76%. Ce composé possede diverses propriétés pharmacologiques : propriétés
antioxydantes, anti-inflammatoires, antimicrobiennes et activités antitumorales (Lei et al.,
2019).

2.2.3 Huile essentielle d’A. citriodora

L’analyse de la composition chimique de I’HE d’A. citriodora a permis d’identifier 17
composés dont la teneur est supérieure ou égale a 0,01%. Ces composés ont une aire cumulée

qui correspond a 98,18% (tableau 11).
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L’HE a montré une prédominance de deux composés : E-Citral (34,43%), Z-Citral
(27,85%). On note aussi la présence de spathulenol (7,82%), curcuméne (6,76%) et
caryophyllene (3,89%). Les sesquiterpenes représentent (13,73%) suivis par les sesquiterpenes
oxygénés (10,35%) comparés aux monoterpénes oxygénés (72,61%) (Annexe 15.c). Les

spectres des composés sont représentés dans la figure 28.

Tableau 11. Composition chimique de I’HE d’A. citriodora

Compose RT Rlexp Rt Area%

1 Linalool L 15,23 1080 1082 2,6

2 2,2Dimethylocta3,4dienal 17,59 1095 1098 1,00
3 |Verbénol 19,27 1130 1132 2,36
4 ATerpinéol 19,58 (1168 1172 2,26
5 Nérol 21,42 1230 1232 1,11
6 Z-Citral (Néral) 22,07 1242 1245 27,85
7 Géraniol 22,68 [1243 1246 1,00
8 E-Citral (Géranial) 23,48 [1250 [1249 34,43
9 Nérol acétate 28,42 |1355 1358 (1,49
10 |Caryophyllene 29,86 |1422 1424 3,89
11 |Curcuméne 32,52 1469 |1472 16,76
12 Bicyclogermacréne 33,05 (1491 1493 |17
13 Zingibérene 33,7 1492 1492 [1,38
14 |Nérolidol 35,73 1545 1547 |0,94
15 |Spathulénol 36,22 1575 1577 |7,82
16 |T-Cadinol 38,62 1634 1637 |1,59
Total % 98,18
Monoterpenes oxygénés : (No: 1, 2, 3,4,5, 6, 7, 8) 72,61
Sesquiterpénes : (No : 10, 11, 12, 13) 13,73
Sesquiterpénes oxygénés : (No : 14, 15, 16) 10,35
Autres : (No :9) 1,49

Rlexp= Indices de rétention calculés a partir de la serie d'alcane en C8-C20 dans une colonne capillaire
HP-5. Rli: = Indices de rétention de la littérature, RT = Temps de rétention.
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Figure 28. Spectres des composés révélés dans I’HE d’A. citriodora par GC/MS

L’analyse de la composition chimique de I’HE d’A. citriodora a permis d’identifier le
chémotype citral. D’aprés 1’étude d’Elechosa et al. (2017), trois autres chémotypes sont
identifiés : le citronellal, le thujone et le linalool, tous révélés dans des échantillons récoltés au
Nord-Ouest de 1’Argentine, en soulignant que le chémotype Linalool est apparu comme

nouveau chémotype.

Nos résultats sont en accord avec ceux d’Azarmi et al. (2012) qui ont révélé une HE
riche en citral sous ses deux formes isomériques : E-citral et Z-citral (géranial 36,32% et néral
27,88% respectivement). Ces composes sont également présents dans notre espece : le néral ou
Z-citral et le géranial ou E-citral (34,45% et 27,85% respectivement).

Les recherches menées par Abuhamdah et al. (2015) ont signalé que I’'HE d’A.
citriodora cueillie en Jordanie contient également le curcuméne (3,5-6,3%), le spathulenol

(3,1-5,0%) et la caryophylléne oxyde (2,2-8,4%) une autre concordance avec nos résultats.

A T’issue de I’identification de la composition chimique des trois espéces étudiées, une
dominance ressort pour le citral dans les deux espéces C. citratus et A. citriodora, autrement

I’espece T. willdenowii est riche en linalool.

2.3. Activité antioxydante

Nous rappelons que I’activité antioxydante est réalisée avec plusieurs tests, afin
d’atteindre les différentes populations chimiques d’antioxydants présentes dans les échantillons

a tester notamment les HEs et les yaourts incorporés d’HE. Certains tests peuvent mesurer
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I’activité antioxydante directe d’une HE en neutralisant les radicaux libres, elles contiennent
des composeés antioxydants, tels que les phénols et les terpénes, qui leur permettent de piéger
les radicaux libres et les neutraliser. D'autres tests mesurent leur capacité a inhibier I’oxydation
des lipides en neutralisant les radicaux libres et en empéchant la formation de nouveaux
radicaux libres. Le but de I’ensemble des tests antioxydants réalisés, est d’obtenir une meilleure
compréhension de la capacité antioxydante globale d’une HE ceci permettra de déterminer son

utilisation potentielle dans la prévention de 1’oxydation des aliments dans diverses applications.

2.3.1 Test de DPPH

La méthode du DPPH n’a pas révélé d’activité antioxydante pour les trois HEs testées.
L’IC50 de chacune d’elles, étant >1600ug/mL est largement supérieur au standards BHA, BHT
et o-Tocopherol avec 6,14+0,41ug/mL, 12,99+0,41ug/mL et 13,02+5,17 pg/mL
respectivement (tableaul2).

Tableau 12. Activité antiradicalaire des huiles essentielles de T. willdenowii,
C. citratus et A. citriodora (révélée par le test DPPH)

% Inhibition DPPH

HEs (ng/mL) 25 50 100 200 400 300 1600 ICso
T. willdenowii Aa aa Aa 0,30+0,92 [5,47+1,53 [12,00+1,08 [20,56+0,53 | >1600
C. citratus Aa aa Aa Aa Aa Aa aa >1600
A. citriodora Aa aa Aa Aa 3,20+0,46 [6,130,70 [12,81+0,70 | >1600
Standards

12,5 05 50 100 200 400 800 ICs0
(ug/mL)
BHA 76,55+ 0,48 [79,89+ 0,26 [81,730,10 [84,18+0,10 [87,13+0,17 [89,36+0,19 |90,14+0,00 | 6,14+0,41
BHT 49,00+ 0,76 [72,63+ 2,06 [88,73+0,89 [94,00£0,31 [94,97+0,08 [95,38+0,41 (95,02+0,23 |12,99+0,41
a-Tocopherol 37,21+1,82(81,53+1,51/89,23+0,12/89,38+0,19(89,45+0,22/89,99+0,23(89,52+0,33|13,02+5,17|

aa : absence d’activité

2.3.2. Test de PABTS

Le test ABTS a révelé une activité antioxydante modérée (1C50=38,06+0,30pg/mL)
pour I’HE de T. willdenowii tandis que les HEs de C. citratus et d’A. citriodora ont enregistré
des IC50 >1600ug/mL ce qui constitue une faible activité antioxydante par rapport aux
standards BHA et BHT avec1,81+0,10ug/mL, 129,99+0,30 pug/mL respectivement, (tableau
13).
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Tableau 13. Activité antioxydante des huiles essentielles de T. willdenowii,

C. citratus et A. citriodora (révélée par le test ABTS)

HEs % Inhibition ABTS
(ug/mL) 25 50 100 200 400 800 1600 ICso

T. willdenowii 37,12+1,4362,69+0,83/88,26+0,1991,44+0,44/91,88+0,25(87,65+0,00[81,89+1,43|38,06+0,30
C. citratus aa aa aa Aa Aa aa aa >1600
A. citriodora 2,33+x2,09|2,72+2,33|6,78+£1,10|9,74+0,74 |15,12+1,69(15,17+1,49 aa >1600
Standards (ug/mL) 12,5 25 50 100 200 400 800 ICso
BHA 92,83+1,42/94,68+0,42/94,95+0,9095,32+0,25(95,59+0,47/95,83+0,15|95,86+0,10| 1,81+0,10
BHT 69,21+0,40(78,23+1,3488,12+1,28(88,76+3,07/90,85+1,74(90,95+0,51/96,68+0,39| 1,29+0,30

aa : absence d’activité

2.3.3 Test CUPRAC

Le test CUPRAC a révélé une activité antioxydante modérée (Ao5=56,15+1,07 pg/mL)

pour ’HE de T. willdenowii tandis que I’HE de C. citratus a montré une faible activité

antioxidante (257,44+27,13ug/mL), de méme pour I’HE d’A. citriodora qui a enregistré une

Aos= 199,34 pg/mL ce qui est faible par rapport aux standards Trolox et acide ascorbique
(1,81+0,10 et 1,29+0,30 pg/mL respectivement) (tableaul4).

Tableau 14. Activité antioxydante des Huiles essentielles de T. willdenowii,
C. citratus et A. citriodora (révélée par le test CUPRAC)

% Inhibition Test CUPRAC

HE pg/mL

25 50 100 200 400 800 1600 Aoso (Hg/mL)
T.hirtus 0,32+0,01 | 0,38+0,11 | 0,46+0,03 | 0,76+0,02 | 1,22+0,06 | 1,91+0,15 | 2,64+0,10 | 56,15+1,07
C,citratus | 0,14+0,01 | 0,18+0,00 | 0,27+0,02 | 0,47+0,07 | 0,66+0,03 | 1,10+0,08 | 1,49+0,04 | 257,44+27,13
A.citriodora | 0,13+0,00 | 0,31+0,03 | 0,31+0,03 | 0,53+0,01 | 0,78+0,01 | 1,22+0,08 | 1,85+0,19 | 199,34+14,53
Strandards 12,5 25 50 100 200 400 800 Aoso (Mg/mL)
BHA 1,12+0,05 | 1,95+0,31 | 3,14+0,46 | 3,58+0,42 | 3,35%0,20 | 3,7740,19 | 3,92+0,13 5,35+0,71
BHT 1,41+0,03 | 2,22+0,05 | 2,42+0,02 | 2,50+0,01 | 2,56+0,05 | 2,86+0,07 | 3,38+0,13 8,97+£3,94

2.3.4. Méthode de réduction de I’ion ferrique

La méthode de la réduction du fer a révélé une activité antioxydante tres faible

(Ao,5>800ug/mL) pour les trois HEs par rapport aux standards Trolox et acide ascorbique
(5,250.20pg/mL et 3,62+0,29 pg/mL respectivement) (tableau 15).
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Tableau 15. Activite antioxydante des Huiles essentielles de T. willdenowii, C. citratus et
A. citriodora (révélée par le test de réduction de fer)

HEs % Inhibition Test de réduction du fer
(Mg/mL) 12,5 25 50 100 200 400 800 Aos
T. willdenowii 0,08+0,00[0,09+0,00 0,1+0,01 [0,13+0,01(0,19+0,030,22+0,01/0,30+0,01| >800
C. citratus 0,08+0,02/0,09+0,00(0,09+0,00(0,11+0,01(0,12+0,01/0,14+0,0000,16+0,02| >800
A. citriodora 0,08+0,00(0,09+0,01(0,100,01{0,100,01(0,15+0,01/0,19+0,01/0,28+0,05/ >800
Standards (ug/mL) | 12,5 25 50 100 200 400 800 Aos
Trolox 0,07+0,00[0,08+0,00(0,09+0,01(0,13+0,00(0,19+0,02/0,28+0,05(0,60+0,04(5,25+0,20
Acide Ascorbique 0,0710,00\0,0910,010,1210,010,1710,010,2510,020,4710,030,7910,093,6210,29

2.3.5. Test de blanchissement du f-carotene/acide linoléique

La méthode du blanchissement du béta-carotene a révélé une activité antioxydante tres
faible (IC50>800pg/mL) pour les trois HESs par rapport aux standards BHA et BHT (1,05+0,03
et 0,91+0,01 respectivement). Le principe du test antioxydant de blanchissement du béta-
caroténe par I’HE est de mesurer la capacité de I'HE a prévenir I'oxydation des aliments en
utilisant la décoloration du béta-caroténe comme indicateur. Nous remarquons par ailleurs que
seul le test avec I'HE de T. willdenowii a gardé la couleur orange du béta caroténe et a protégé
sa décoloration par 1’oxydation mais a de forte concentration (%d’inhibition = 49,31% a

800ug/mL) (tableau 16).

Tableau 16. Activité antioxydante des huiles essentielles de T.willdenowii, C. citratus et

A. citriodora (révélée par le test de blanchissement du B-caroténe/acide linoléique)

HEs % Inhibition — test p-caroténe / acide linoléique
(Hg/mL) 12,5 25 50 100 200 400 800 ICs0
T. willdenowii [43,31+6,96/43,04+7,63/44,04+6,7841,46+11,03|37,75+1,84(44,96+4,2349,31+8,35| >800
C. citratus aa Aa aa Aa Aa aa aa >800
A, citriodora aa Aa aa Aa Aa aa aa >800
Standards (ug/mL)| 12,5 25 50 100 200 400 800 ICs0
BHT 88,29+0,10091,70+0,36/93,65+0,30| 93,68+0,46 |94,49+0,07|94,88+0,10/95,58+0,19(0,91+0,01
BHA 93,48+0,44(95,52+0,33/96,34+0,55| 97,56+0,19 |97,64+2,22|97,85+0,32/99,66+0,52(1,05+0,03

Concernant I’HE de T. willdenowii, elle a enregistré aux tests DPPH, ABTS et CUPRAC
un IC50>1600pg /mL, 38,06+0,30 et 56,15+1,07 respectivement. Nos résultats sont en accord
avec les travaux de Zeghib et al. (2021) dont I’'HE de I’espéce a présenté une activité a effet
antioxydant, cela est confirmé par les études effectuées sur le pouvoir antioxydant du Linalool
(composé majoritaire de notre espece T. willdenowii) qui s’est avéré modéré (50% d’inhibition

contre 86% de 1’acide ascorbique) ce qui pourrait expliquer nos résultats.
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En comparant nos résultats a ceux de Radi et al. (2022), nous constatons qu’ils ne
s’accordent pas. L’HE extraite de la méme espéce collectée au Maroc a montré une activité
antioxydante élevée avec le test DPPH avec une IC50 a 6,13+0,11 pg /mL. Par ailleurs le
chemotype de I’HE testée est composé de germacrene D (16,51%), de carvacrol (16,19%) et de
geranyl acetate (8,35%). Cette combinaison chimique pourrait justifier I’activité antioxydante

élevée par la synergie de ces composés.

De méme pour C. citratus qui a enregistré des IC50>1600ug /mL au test DPPH, ces
résultats concordent avec une étude similaire de I’HE sur C. citratus qui a enregistré une faible
activité antioxydante et dont I’auteur confirme que la plante est beaucoup plus utilisée pour son

arbme et son odeur citronnée et rafraichissante (Lu et al., 2014).

Concernant A. citriodora, les résultats sont en accord avec ceux de Rashid et al. (2022)

qui n’ont enregistré aucune activité antioxydante pour cette HE.

Il existe plusieurs d’études sur les activités biologiques des HEs, de nombreux travaux
rapportent que les valeurs de I’activité anti radicalaire sont en relation avec les composés
majoritaires de ces HEs, néanmoins ’effet synergique est €galement cité. En général, les HEs
riches en composés oxygéenées présentent une activité anti radicalaire plus marquée que celles

a terpenes hydrocarbonés (Toure, 2015).

D’apres les résultats obtenus, il semble que les HEs des trois plantes possédent des
activités antioxydantes faibles a modérées, leur effet dépend de leurs concentrations. Le
comportement des HESs vis-a-vis des radicaux DPPH et ABTS peut étre expliqué par le fait que
la réaction des antioxydants avec le radical DPPH est lente et se produit au fil du temps
contrairement au radical ABTS qui est rapidement réduit (Shalaby et Shanab, 2013). De
maniére générale, ’HE de T. willdenowii posséde la meilleure activité antioxydante entre les

trois plantes et I’HE d’A. citriodora en possede la plus faible.
2.4. Activité antibactérienne

2.4.1. Sensibilité aux huiles essentielles

Nous rappelons que 1’activité antibactérienne des HEs des trois plantes aromatiques est

évaluée sur 8 souches bactériennes par la methode de diffusion sur gélose. Les figures 27.a et
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27.b représentent le résultat de ce test et les diameétres d’inhibition des bactéries sont exprimés

en mm.

L'aromatogramme est un test utilisé pour évaluer l'activité antibactérienne d'une
substance, en général une HE, contre différentes souches bactériennes pathogénes. Dans cette
étude, le test d'aromatogramme réalisé avec I'HE de T. willdenowii a révélé une activité
antibactérienne élevée. Les diameétres d'inhibition obtenus atteignent 31,75 mm, ce qui indique
que I'HE de T. willdenowii est capable d'inhiber la croissance des souches pathogenes testées.
Les souches bactériennes spécifiques qui ont montré une sensibilité trés élevée sont B. cereus,
S. enteritidis, E. coli et P. aeruginosa. Leurs diametres d'inhibition sont respectivement de
31,75+1,50 mm, 27,75+£0,5 mm, 27,5+0,58 mm et 26,5+0,58 mm.

Cependant, les huiles essentielles des especes d'A. citriodora et C. citratus ont montré
des activités antibactériennes plus faibles que celle de T. willdenowii. Les diametres d'inhibition
obtenus avec ces huiles essentielles n'ont pas dépasseé 16,5+0,58 mm. Ces résultats suggerent
que I'HE de T. willdenowii possede un fort potentiel antibactérien contre les souches pathogenes
testées, tandis que les huiles essentielles d'A. citriodora et C. citratus ont montré une activité

antibactérienne moins marquée.

Le mécanisme d'action des HE peut varier en fonction de leur composition chimique,
qui est souvent complexe et comprend plusieurs composés actifs. Chaque HE peut avoir un
profil de composés chimiques unique, ce qui peut influencer son activité antibactérienne. Ces
mécanismes peuvent inclure : la perturbation de la membrane cellulaire en interagissant avec
les lipides présents dans la membrane cellulaire des bactéries, provoquant ainsi leur
perturbation et la fuite des composants intracellulaires. Une inhibition de la synthese des
protéines en interférant avec la synthése des protéines bactériennes, entrainant un arrét de la
croissance et de la prolifération des bactéries et enfin une inhibition des enzymes bactériennes
en inhibant spécifiqguement les enzymes essentielles au métabolisme bactérien, perturbant leur

fonctionnement et leur survie (Reis et al., 2019).

Pour I’HE de T. willdenowii, I’analyse de la composition chimique, a révélé la présence
de monoterpenes oxygénes, représentés par le linalool, I'endo-borneol, I'a-terpineol et le
carvacrol, comme constituants la majoritaires, avec un pourcentage total de 96,24%. Les
monoterpenes oxygénés peuvent avoir des propriétés antibactériennes. Le carvacrol, en

particulier, est un compose intéressant trouve dans I'HE de T. willdenowii. 1l est connu pour ses
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propriétés antimicrobiennes et peut avoir un effet inhibiteur sur la croissance bactérienne. Le
caryophyllene est le seul sesquiterpene identifié dans cette HE, représentant 2,01% de la
composition totale. Les sesquiterpénes peuvent également contribuer a [l'activité
antimicrobienne des HEs bien que leur concentration dans cette HE spécifique soit relativement
faible.

Pour I’HE de C. citrus, la faible activité antibactérienne peut étre attribuée a sa
composition chimique. En revenant & sa composition chimique citée plus haut, on peut observer
que la plupart des composés présents sont des monoterpenes 0xygenes, avec une proportion
élevée d'aldéhydes citraux (Z-Citral et E-Citral) qui représentent 38,6% de la composition
totale. Bien que les aldéhydes citraux présents aient montré des propriétés antimicrobiennes,
dans certaines études (Burt, 2004), leur efficacité peut étre limitée par plusieurs facteurs. Tout
d'abord, la susceptibilité des différentes souches bactériennes peut varier et certaines bactéries
peuvent étre moins sensibles aux composeés présents dans I'HE. De plus, la concentration des
aldéhydes citraux dans I'HE de C. citratus peut étre relativement faible par rapport a d'autres
qui ont montré une plus grande activité antibactérienne (Nascimento Silva et al., 2019). 1l est
également important de noter que d'autres composés présents en faible quantité, tels que le
verbenol, le terpinéol, le nérol et le géraniol, peuvent contribuer a I'activité antibactérienne, bien
que leur concentration soit relativement faible.

Enfin pour I’HE d’A. citriodora, nos résultats obtenus indiquent qu’elle est
principalement composée de monoterpenes oxygeénés (72,61%) tels que le linalool, le verbénol,
le a-terpinéol, le nérol, le Z-citral (Neéral), I'E-citral (Géranial) et le géraniol. Les monoterpéenes
0Xygénés sont connus pour avoir des propriétés antimicrobiennes, mais l'activité peut varier en
fonction de la concentration et de la synergie avec d'autres composes présents dans I'huile
essentielle. Cependant, la concentration des monoterpenes oxygénés dans notre HE, peut ne pas
étre suffisamment élevée pour obtenir une activité antibactérienne significative. De plus, il est
important de noter que d'autres composeés présents en plus faible quantité dans I'HE, tels que
les sesquiterpenes (caryophylléne, curcumeéne, bicyclogermacrene) et les sesquiterpénes
oxygénés (nérolidol, spathulénol, T-cadinol), peuvent également contribuer a [l'activité
antimicrobienne, mais leur concentration peut ne pas étre assez élevée pour produire un effet

antibactérien puissant (Duarte Martinez et al., 2019).
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Concernant les bactéries lactiques, I’HE de C. citratus est la plus inhibitrice avec
21,5+£1,09, 23,66+1,15 et 13,75+0,95mm pour L.bulgaricus, S. thermophilus et L.
rhamnosus respectivement.

L'activité antibactérienne des HES vis-a-vis des bactéries lactiques s’avére relativement
faibles. Certains composés peuvent présenter une activité antibactérienne contre les bactéries
lactiques, par contre d'autres peuvent étre moins efficaces ou méme favoriser leur croissance,
notamment les HEs d'origan et de thym, inhibent la croissance de certaines souches de bactéries
lactiques. D'autres HEs comme celle de la menthe poivrée n'ont pas eu d'effet inhibiteur
significatif (Siroli et al., 2008). Des études ont montré que certaines HEs peuvent inhiber la
croissance des bactéries lactiques, tandis que d'autres ont révélé des effets négligeables ou
méme des effets stimulants telles que I'étude menée par Garcia et al. (2012) qui a révélé que
certaines HEs, notamment I'HE de cannelle, exercent un effet stimulant sur la croissance des
bactéries lactiques, favorisant ainsi leur prolifération. Il est essentiel de prendre en compte la
concentration et la composition spécifique, et les souches spécifiques de bactéries lactiques

étudiées, cela peut influencer I'efficacité de I'activité antibactérienne.
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S. enteritidis / P. aeruginosa / B. cereus / E. coli/ S. aureus/ B.cereus / S. aureus /

T. willdenowii T.willdenowii T. willdenowii T. willdenowii A. citriodora A. citriodora C. citratus
D=27,75+0,5mm D=26,5+0,58 mm D=31,75%+1,50 mm D=27,5+0,58 mm D=14,33+0,58 mm D=7+00 mm D=16,5+0,58 mm
S. aureus / S. enteritidis / P. aeruginosa / E.coli/ P. aeruginosa / E. coli/ S. enteritidis /

T. willdenowii A. citriodora A. citriodora A. citriodora C. citratus C. citratus C. citratus
D=13,5+0,58 mm D=8+0,82 mm D=8,67+0,58 mm D=9,75+0,5 mm D=13,5+1,73 mm D=11,5+1,29 mm D=10,5+0,58 mm

B. cereus/
C. citratus
D=13,5+0,58 mm

Figure 29. a. Observations macroscopique de 1’effet antibactérien des HEs de thym, de la verveine et de la
citronnelle sur les bactéries pathogenes sélectionnées
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L. bulgaricus /
T.willdenowii
D=13,5£0,58 mm

S. thermophilus /
T.willdenowii
D=11,25+0,5 mm

L. rhamnosus /
T.willdenowii
D=17,5+0,58 mm

L.bulgaricus /
C. citratus
D=21,5+1,09 mm

S. thermophilus /
C. citratus
D=23,66%+1,15 mm

L. rhamnosus /
C. citratus
D=13,75+0,95 mm

L.bulgaricus /
A. citriodora
D=12,5+1,29 mm

S. thermophilus /
A. citriodora
D=10,5+0,57 mm

L. rhamnosus /
A. citriodora
D=14,25+1,5 mm

Figure 29. b. Observation macroscopique de I’effet des

HEs du thym, de la verveine et de la citronnelle sur les bactéries lactiques étudiées
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2.4.2. Détermination des CMI et CMB des huiles essentielles

La détermination des concentrations minimales inhibitrices est effectuée par la méthode
de microdillution sur microplaque 96 puits. Les concentrations définies citées dans le tableau
17 nous renseignent sur ’effet des HEs afin de croiser les valeurs de plusieurs parameétres
notamment la CMI, la CMB, la CL et I'IC50%, pour fixer des doses efficientes pour
I’incorporation des différentes HEs dans le yaourt.

Tableau 17. Récapitulation des différents paramétres de 1’activité antibatrérienne (CMI,
CMB) des huiles essentielles de T. willdenowii, C. citratus, et A. citriodora

HE T. willdenowii C. citratus A. citriodora
Acitivité CMI CMB | CMI | CMB | CMI CMB
E. coli ATCC25922 1,56 156 |3,125]3,125| 3,125 | 6,25
S. enteritidis ATCC13076 >0,1 0,1 3,125 | 3,125 | 3,125 | 3,125
P. aeruginosa ATCC27853 >0,1 1,56 0,4 1,56 1,56 3,125
S. aureus ATCC10876 0,8 12,5 25 25 1,56 6,25
B. cereus ATCC10876 >0,1 25 156 | >0,1 | >0,1 |>0,1
L. rhamnosus ATCC 530103* >50 >50 | 12,5 | >50 25 >50
L. bulgaricus* 12,5 50 12,5 25 25 25
S. thermophilus* 6,25 12,5 >50 >50 50 >50

* Bacteéries lactiques

D’aprés les zones d’inhibition générées par les HEs étudiées, 'HE de T. willdenowii a
présenté¢ la meilleure activité sur I’ensemble des souches testées. Nos résultats sont en
concordance avec les études de Guesmi et al. (2016) ou l'activité antibactérienne de I’'HE de la
méme espéce récoltée en Tunisie a révéle une forte activité inhibitrice sur la bactérie pathogéne
E. coli (35-44 mm). L'effet de I’'HE sur les bactéries lactiques s’est révélé plus faible avec des

zones d’inhibition allant de 11,25 + 0,5 a 17,5 £ 0,58 mm comparés aux bactéries pathogénes.

En se reférant a la littérature, Bakirci (1999) a évalué certaines herbes (Allium sp.,
Thymus sp., Anhriscus sp. et Ferule sp.) sur la croissance et la production d'acide lactique des
cultures thermophiles (Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus) et a conclu
gu'il n'y avait aucun effet sur le nombre de bactéries. Ils ont conclu que les facteurs déterminant
I'activité antibactérienne sont la composition et les groupes fonctionnels présents dans les

composants actifs et leur effet synergie.
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L’effet inhibiteur de T. willdenowii sur les bactéries pathogénes E. coli, S. aureus et P.
aeruginosa est etudié aussi par Zeghib et al. (2021) dont les diamétres d’inhibition étaient de

13,0 et 13mm respectivement.

Nous constatons par ailleurs que les trois HEs ont des CMI et CMB plus élevées pour
les bactéries lactiques que celles des bactéries pathogenes les rendant plus résistantes aux HES
(Annexe 15). Les bactéries lactiques ont enregistré des CMI de 6,25 a >50 uL/MIl. Ce constat
signifie que ’utilisation des HEs étudiées devrait étre largement inférieure de la dose de 6,25
puL/mL et qui représente la plus petite concentration tolérée. 1l a été rapporté par Shipradeep et
al. (2012) que les HEs enregistraient des CMI élevées ce qui est un atout pour les chercheurs
afin de pouvoir combiner les HEs aux bactéries lactiques probiotiques dans les produits
alimentaires afin de pallier aux problemes gastro-intestinaux. Notre étude est en concordance
avec une étude effectuée par Abdalli et Malek (2017) dont les résultats ont permis de fixer la
dose de I’extrait & incorporer dans le yaourt selon les résultats des CMI et CMB de I’extrait

aqueux de Thymus vulgaris de la région de Naama (Algérie).

Concernant I’espéce A. citriodora récoltée a Agadir au Maroc, 1’étude de Oukerrou et
al. (2017) a révélé une CMI= 8.37 £ 1.27 mg/mL pour E. coli et 5,84 mg/mL pour S. aureus.
Dans la présente étude, les CMI sont égales a 1,56 pg/mL pour E. coli et S. enteritidis et 3,125

pg/mL pour P. aeruginosa, B. cereus et S. aureus.

L’HE de C. citratus a été testée contre S. aureus avec obtention des CMI de 24 uL/mL;
Ce résultat est en accord avec celui de la présente étude ou la bacéries S. aureus a présenté une
CMI élevée de 25uL/mL (Yalaet al., 2017).

En somme, chaque bactérie possede une réponse différente face aux composés actifs des
HEs, ceci est di probablement aux modes d’action de ceux-ci qui different. On pourrait
expliquer ce phénomene par la nature chimique de la paroi cellulaire des bactéries Gram positif
qui contient un peptidoglycane, permettant aux molécules de pénétrer et d'atteindre
I'environnement interne de la bactérie ainsi qu’a I’absence de la membrane externe comme celle
des bactéries Gram négatif. Le lipopolysaccharide, qui fait partie de la couche externe de
bactéries Gram-négatif, laisse passer principalement de petites molécules hydrophiles et est
seulement partiellement perméable pour les molécules hydrophobes. L'hydrophobicité des HES

est responsable de la perturbation des structures bactériennes. Le mécanisme d'action des HES
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sur les bactéries est illustré dans la figure 30. 1l débute par la dégradation de la paroi cellulaire
et de la membrane cytoplasmique ; puis la coagulation et la diffusion du cytoplasme a travers
la double couche lipidique de la membrane et a la fin I’altération de sa perméabilité et de sa

fonction (Man et al., 2019)

Figure 30. Modes d’action des HEs sur les bactéries (Man et al., 2019)
(https://laboratoiredumani.fr/le-mode-daction-des-huiles-essentielles-sur-les-bacteries/)

Selon Oussalah (2004), la mesure de I’ATP intra et extra cellulaire est un indicateur de
I’effet antibactérien des HEs. En effet, I’endommagement de la membrane par I’action des HEs
provoquerait la libération de I’ATP intracellulaire a I’extérieur de la cellule. Il se pourrait que
certaines HEs n’induisent pas la libération de ’ATP vers I’extérieur mais seulement son

hydrolyse interne par ’enzyme ATPase.

Un autre parametre permet aussi d’identifier I’effet des HEs sur les bactéries est le pH.
En effet, la diminution du pH intracellulaire est remarquée avec ’HE de cannelle testée a une
concentration de 0,025% (v/v) sur les bactéries (L. monocytogenes et E. coli 0157 :H7). Cet
effet est également observé avec certains conservateurs alimentaires comme 1’acide benzoique

et cinnamique (Oussalah, 2004).
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D’autres paramétres peuvent étre étudi€s pour mesurer 1’effet des HEs sur les bactéries,
telle que la mesure de I’absorbance des constituants intracellulaires. Selon Koga et al. (1996),
la mise en évidence de I’effet du plaunotol (alcool di terpénique un anti ulcére) sur la bactérie
redoutable Helicobacter pylori, induirait une perméabilité de la membrane et par conséquent
un relargage des constituants intracellulaires mesurables a 260 nm. En plus de leur nature
lipophile, il est géneralement reconnu que les composes phénoliques, aldéhydes et alcool des

HEs jouent un réle important dans la rupture des membranes bactériennes (Slaughter, 2013).

En somme, la présente étude a permis de mettre en évidence le pourvoir antibactérien
des trois HEs étudiées et les a classées selon ’ordre suivant : T. willdenowii>C. citratus>A.

citriodora.

2.5. Evaluation de ’activité antifongique des trois HEs

Les pourcentages d'inhibition indiquent I'efficacité de chaque HE a inhiber la croissance
du champignon. En fonction de leur composition chimique, les résultats pour chaque HE
different. Les résultats des trois HEs étudiées sont rapportés dans le tableau 18. Pour la méme
dose (20 uL/mL), I’HE de citronnelle a révélé un effet inhibiteur élevé, arrivant a 100%, suivie
de ’HE d’A. citriodora qui a enregistré un effet inhibiteur élevé atteignant 76%, par contre
I’HE de T. willdenowii a montré une activité antifongique modérée, la plus élevée étant de
27,99%. L’HE de T. willdenowii présente une inhibition relativement faible de la croissance de
Fusarium oxysporum F. sp. lycopersici avec l'augmentation de la concentration. Cela peut étre
dd a la faible concentration de composés actifs tels que le thymol, le carvacrol et d'autres
monoterpenes oxygénés qui sont connus pour leurs propriétés antifongiques. Il est possible que
leur concentration dans cette HE ne soit pas suffisamment élevée pour inhiber efficacement le
champignon (Sokovic¢ et al., 2006).

L'HE de C.citratus montre une forte inhibition de la croissance du champignon, méme
a des concentrations plus faibles. Cela peut étre attribué a sa composition chimique, qui est
principalement dominée par le citral (Z-citral et E-citral) qui a des propriétés antimicrobiennes
(Tyagi et al., 2017).

L'HE d'A. citriodora présente une forte inhibition de la croissance de Fusarium
oxysporum F. sp. licopersici, méme a des concentrations plus faibles. Cela peut étre attribué a

sa composition chimique, qui est riche en monoterpénes oxygénés tels que le citral (Z-citral et
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E-citral), le linalool et le terpinéol. Ces composés ont démontré des propriétés antimicrobiennes

et antifongiques dans des études précédentes.

Tableau 18. Pourcentages d’inhibitions des huiles essentielles de T. willdenowii, C.

citratus et A. citriodora vis-a-vis du Fusarium oxysporum F. sp licopersici

HEs T. willdenowii C. citratus A. citriodora
Concentration (uL/mL) % d'inhibition
10 24,12+1,89 12,26+2,97 51,07+3,84
15 25,00+3,88 24,71+4,25 67,49+0,54
20 27,9942,14 100400 76,99+1,44

Les résultats cités ci-dessus montrent que les trois HEs ont un effet inhibiteur sur la

croissance myceélienne de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL).

Les valeurs de I’activité antifongique classe les HEs étudiées en fonction du pourcentage

d’inhibition. L’HE de C. citratus empéche la croissance mycélienne complétement a la dose de

20uL/mL. Notre résultat est en parfait accord avec I’étude menée sur le méme champignon et

la méme HE et qui a inhibé la croissance mycélienne a 100% aux doses de 80, 60, 40 et

20pL/mL (Mekonnen et al., 2019). La présence du citral comme composé majoritaire pourrait

étre un facteur trés important régissant cette activité antifongique (De Bona De silva et Guteres,

2008). De méme, I’HE d’A. citriodora a présenté aussi des pourcentages d’inhibition trés élevés

allant jusqu’a 76,99%, il a été rapporté que le citral avec ses deux isomeéres E et Z présentait

des propriétés antifongiques importantes (Kumar et al., 2016).
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2.6. Evaluation, in vitro, de ’activité anti- enzymatique des huiles essentielles

2.6.1. Inhibition de I’acétylcholinestérase et la butyrylcholinestérase

L’inhibition de 1’acétylcholinestérase et la butyrylcholinestérase par les trois HEs a été

évaluée in vitro. Les résultats sont mentionnés dans le tableau 19 :

Tableau 19. Activité inhibitrice de I’acétylcholinestérase et la butyrylcholinestérase

(IC50 (ug/mL))

Activité inhibitrice de Activité inhibitrice de
HEs I’acétylcholinestérase la butyrylcholinestérase
IC50 (ug/mL) IC50 (ug/mL)
T. willdenowii >400 353,91+33,16
C. citratus 313,93+9,47 47,89+1,06
A. Citriodora 127,02+0,2 80,47+2,86
Galantamine * 6,27+1,15 34,75+1,99

*standards de référence

D’apres les résultats obtenus, il semble que les HEs de 1’espéce citronnelle et de
verveine possédent une activité inhibitrice élevées, in vitro, de I’enzyme butyrylcholinestérase ;
les valeurs de I'IC50 sont équivalentes a 47,89 +1,06 pg/mL et 80,47+2,86 pg/mL
respectivement, comparées a 1’IC50 du standard Galantamine (34,75£1,99ug/mL). En effet, la
butyrylcholinestérase (BChE, EC 3.1.1.8) ou pseudo cholinéstérase est une enzyme incriminée
dans la genese de différentes affections neurodégénératives et probablement
neuropsychiatriques (Mabrouk et al., 2011). Cependant, les trois HESs ont révélé une faible

activité inhibitrice de I’acétylcholinestérase que celle de la galantamine.

Plus récemment, et pour la premiere fois, Mata et al. (2007) ont démontré la capacité
des HEs de thym Portugais sauvage (T. serpyllum) a inhiber I'acétylcholinestérase (AChE) (E.C.
3.1.1.7.), avec la possibilité conséquente de son application dans le traitement de la maladie
d’Alzheimer. Le carvacrol est utilisé seul contre I’acétylcholinestérase et a enregistré une
IC50=115+0,1 ug/mL. Dans le méme contexte, ces auteurs ont expliqué que le carvacrol a lui
seul ne peut avoir cette activité et que la synergie avec les autres composés du thym qui est
responsable de cet effet. Madi et al. (2021) ont investigué I’HE de C. citratus obtenue en hiver,
celle-ci a montré une activité inhibitrice modérée vis-a-vis de I'acétylcholinestérase (IC50 2,86

+ 0,17 mg/mL), par comparaison au standard la physostigmine (1C50=0,012 mg/mL). Ces
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mémes auteurs ont conclu par conséquent, que les HEs extraites de feuilles fraiches de C.
citratus récoltées en hiver pourraient étre recommandées pour la prise en charge des troubles
neurodégénératifs et ont propose des études nécessaires pour comprendre I'interaction possible
entre les constituants de I’HE affectant l'inhibition de I'AChE.

Pour la recherche de nouveaux inhibiteurs de I'AChE, Abuhamdah et al. (2020) ont
impliqué la prédiction des interactions qui se produisent entre le ligand et les résidus du site
actif de I'enzyme, et I'optimisation de chaque composant de I’HE a 1'aide d'un algorithme pour

choisir celle qui est la plus susceptible d’étre active avec une activité inhibitrice potentielle de

I'AChE.

Par ailleurs, I’effet antibutyrylcholinestérase de la citronnelle enregistrée dans cette
étude est trés proche de celui de la galantamine ce qui est tres intéressant. Une étude du méme
genre a été effectuée sur Cymbopogon flexuosus dont I’activité a présenté des IC50 comprises
entre 11,92 et 28,18 ug/mL. Les résultats obtenus dans les microplaques sont schématisés dans

la figure 31.

En somme, nous pouvons conclure que les HEs étudiées ont un potentiel inhibiteur de
I’acétyl et butyrylcholinéstérase selon 1’ordre suivant: C. citratus > A. citriodora> T.

willdenowii.
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Acétylcholinestérase Butyrylcholinestérase
T. willdenowiilC. citratusl/A. citriodoraT. willdenowiilC. citratusiA. citriodora

Figure 31. Résultats des activités anti acétylcholinestérase et butyrylcholinestérase sur
microplaque
2.6.2. Inhibition de ’activité de I’uréase

Dans la présente étude, 1’activité anti-uréase des trois HES a été testée, in vitro. Les

résultats sont rapportés dans le tableau 20 et les résultats des microplaques dans la figure 32.

Tableau 20. Activité inhibitrice de 1’uréase des huiles essentielles du thym, de la

verveine et de la citronnelle

HEs Activité inhibitrice de l'uréase
IC50 (ug/mL)
T. willdenowii >400pg/mL
C. citratus 207,10+22,77
A. citriodora 196,48+4,36
Thiouré 11,57+0,68

Les résultats obtenus expriment une faible activité des trois HEs (>400ug/mL;
207,10+22,77 et 196,48+4,36 pour T. willdenowii, C. citratus, A. citriodora respectivement),
comparee au standard hiourea (IC50=11,57+0,68 pg/mL). La figure 32 montre le resultat
obtenu sur microplague montrant un virage de couleur pour les HEs de verveine et citronnelle

mais a des concentrations tres élevées.
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T. willdenowiilA. citriodoral C. citratus

Figure 32. Résultats de ’activité anti uréase sur microplaque

Plusiecurs études ont été focalisées sur I’effet inhibiteur des HEs contre la bactérie
redoutable Helicobacter pylori responsable de 1’ulcére gastrique (Nabati et al., 2012 ; Korona-
Glowniak et al., 2020). L'uréase est une enzyme clé qui permet la survie et la colonisation de
H. pylori en initiant I'nydrolyse de l'urée générant de I'ammoniac pour neutraliser I'acide
gastrique afin de créer un environnement de pH approprié. Par conséquent, l'uréase est
considérée comme une cible critique dans la recherche et I'exploitation d'agents antibactériens
(Korona-Glowniak et al., 2020). Ces mémes auteurs ont investigué 1’effet inhibiteur de I’uréase
de 26 huiles essentielles de PAM, tout en signalant une faible activité anti uréase du thym et de
la citronnelle. Il existe plusicurs espéces dotées d’activité inhibitrice de 1’uréase (Acacia
nilotica, I’ail (Allium sativum), 1’oignion (Allium cepa), le poireau (Allium porrum), lechoux de
bruxelle (Brassica oleracea var. gemmifera) (Olech et al., 2014). Cette activité est due a la
présence du composé cepaenes (compos€ organique retrouvé dans 1’oignon) qui posséde une
activité anti urease. Korona-Glowniak et al. (2020) ont testé I’activité inhibitrice de ’'uréase de
26 huiles essentielles parmi elles figurent la citronnelle et le thym dont I’effet observé était
faible (IC50= 67,1 et 248,7 mg/L respectivement). Selon Ledezma et al. (2022), la citronnelle
est efficace sous forme de thé concentré prise trois fois par jour avant chaque repas pendant
14jours et apres interruption pendant 7 jours, une reprise de 14 autres jours, cette méthode serait

efficace pour éradiquer cette bactérie redoutable.
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2.6.3. Inhibition de I’activité de I’a-amylase

Les résultats de 1’activité inhibitrice de 1’a-amylase, in vitro, sont mentionnés dans le
tableau 21.

Tableau 21. Activité inhibitrice de I’a-amylase

HEs Activité inhibitrice de I’a-amylase
IC50 (ug/mL)
T. willdenowii >4000
C. citratus >4000
A. citriodora >4000
Acarbose 3650,93+10,70

Il est a noter que les trois HES ont révélé une activité inhibitrice de I’enzyme a-amylase
mais tres modérée par rapport au standard utilisé (acarbose) (IC50=3650,93+10,70ug/ml).
Plusieurs études ont évalué 1’effet inhibiteur de certaines especes végétales sur I’enzyme 1’a-
amylase, par exemple les extraits de myrte, le fenugrec, les feuilles d’olivier et les fleurs
d’hibiscus (Goetz, 2007). Parmi les travaux rapportés sur I’effet antidiabétique des HEs, Subash
Babu et al. (2007) ont confirmé que le cynnamaldéhyde, composé majoritaire de la cannelle, a
diminué significativement (p<0,05) de maniére dose-dépendante la concentration de glucose
dans le plasma (63%). Par ailleurs, dans notre étude, notons que le plus grand pourcentage
d’inhibition a été enregistré pour I’HE de C. citratus (14,38+0,53 pg/ml). Cette espece a déja
été testée dans d’autres études pour son effet antidiabétique avéré a la dose de 500 mg/kg/jour
(rat wistar males) (Adeneye et Agbaje, 2007). Les espéces T. schimperi et T. vulagaris ont fait
I’objet d’une étude sur I’effet hypoglycémiant in vitro. Leurs extraits aqueux et méthanoliques
ont montré une inhibition intéressante de 1’a-amylase et 1’a-glucosidase ; cette inhibition est
corrélée avec la teneur en composés phénoliques de chaque espéce. L’auteur a ainsi suggéré
que la forte activité inhibitrice de 1’a-amylase est étroitement liée a la présence de composés

phénoliques (Dessalegn et Bultosa, 2019).
2.6.4. Inhibition de I’activité de la tyrosinase

Au cours des dernieres années, les inhibiteurs de la tyrosinase ont gagné une grande
importance en raison de l'impact de la tyrosinase sur la mélanogénése humaine et le
brunissement des plantes et des champignons. Dans la méthode utilisée, I'activité inhibitrice de
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I'enzyme tyrosinase est basée sur la mesure du dopachrome formé en présence de tyrosinase.
Comme on le voit dans le tableau 22, les trois HES ont révélé une activité anti tyrosinase mais
qui reste faible (IC50>200 pg/mL) par comparaison au standard : acide kojique (25,23 + 0,78
pg/mL).

Tableau 22. Activité inhibitrice de la tyrosinase

Activité inhibitrice
HE de la tyrosinase
IC50 (ug/mL)
T. willdenowii >200
C. citratus >200
A. citriodora >200
Acide kojique 25,23+ 0,78

La faible activité de I’HE de T. willdenowii est probablement liée a 1’absence de certains
composes tels que le thymol. Dans la méme optique, Satooka et Kubo (2011) rapportent que le

thymol présente une inhibition effective de 1I’oxydation de la L-DOPA a dopaquinone.

Certaines espéces du genre Thymus sont aussi évaluées pour leur effet anti tyrosinase, il
en découle un IC50 équivalent a 11,03 + 2,82 mg/mL comparé au standard acide kojique 0,14
+ 0,01 mg/mL (Ceylan et al., 2016).

Dans la présente étude, ’activité inhibitrice de I’HE de C. citratus a présenté un
IC50>200/ug/mL relativement supérieur au standard acide kojique (25,23+0,78 ug/Ml), donc
une faible activité anti tyrosinase. En se référant a la littérature, nos résultats ne concordent pas
parfaitement avec ceux de Saeio et al. (2011) qui ont tenté de développer une microémulsion
d’HEs de 6 especes et les ont testées pour leur pouvoir inhibiteur de la tyrosinase. Parmi ces
HEs, celle de C. citratus était la plus forte avec un 1C50 de 0,5mg/mL. Il a été noté aussi que le
citral, composé présent dans I’HE de citron possedait une activité anti tyrosinase intéressante
(constante d’inhibition 0,32 mM comparé au standard acide kojique 7,75 mM (Matsuura et al.,

2006).

De méme pour I’HE d’A. citriodora, elle a présenté une faible activité anti tyrosinase
(IC50>200/ug/mL), due a I’absence probable de certains composés tels que le B-myrcene et le
citronellal. En effet, Capetti et al. (2021) ont rapporté que pour I’HE de Verbena officinalis
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(Verveine officinale), le composé B-myrcene contribuerait a 1’effet inhibiteur de la tyrosinase
et le citronellal augmenterait 1’action inhibitrice du citral sur la tyrosinase du champignon
(Agaricus bisporus) potentiellement via I’effet synergique car aucun effet n’est observé a lui

seul.

A notre connaissance, cette étude est la premiére sur I’activité anti tyrosinase de ’'HE
de T. willdenowii. En somme, les trois HEs ont révélé une activité anti tyrosinase faible par
comparaison au standard (acide kojique). Des études plus approfondies sont nécessaires afin de

définir le type d’interaction entre les composés des HEs et de les tester sur les tyrosinases.
2.7. Evaluation de P’activité cytotoxique, in vitro, sur les larves d’Artemia salina

Pour évaluer, in vitro, la cytotoxicité des trois HES, le bio essai rapide sur les larves de
crevettes ou Brine shrimp a été appliqué. Il a révélé les résultats exprimés dans tableau 23.
L’HE de T. willdenowii a enregistré une LC50=80,77ug/mL, suivie de C. citratus avec une
LC50=1027,71pg/mL et d’A. citriodora avec une LC50 = 2226,78 pg/mL. Il est a remarquer
que tous les résultats obtenus sont supérieurs a 80 (ug/mL), ce qui les rend non toxiques (Meyer
etal., 1982)

Tableau 23. Valeurs de CL50 des trois huiles essentielles testées

% Mortalité

Concentrations (ug/mL) | LC50 | Toxicité
A. citriodora 2226,78 -
C. citratus 1027,71 -
T. willdenowii 80,77 -

- . Pas d’effet cytotoxique

En comparant la CL50 de I’HE de T. willdenowii a celle de I’'HE de T. vulgaris étudiée
préalablement par Niksic et al. (2021), nous constatons que la CL50 (60,38 pg/mL) de cette
derniére correspond a un effet trés toxique contrairement a notre espece. De méme 1’étude
réalisée par Kaska (2019) est en désaccord avec le notre concernant 1’espéce T. zygoides dont

I’extrait méthanolique a enregistré une CL50=34,46 pg/mL.

Concernant I’HE de C. citratus, Mathialaghan et al. (2014) ont investigué son potentiel
cytotoxique, ils ont obtenu une CL50=0,35 pg/mL avec I’HE extraite par hydrodistillation
assistée par microonde et une CL50= 0,29 pg/mL de I’HE extraite par hydrodistillation, les

114



Résultats et discussion 2. Rendements et activités des HEs étudiées

auteurs suggerent par conséquent que I’'utilisation de la premicre technique pour 1’obtention de

cette HE susceptible d’étre utilisée dans le domaine pharmaceutique et culinaire sans danger.

Quant a I’HE d’A. citriodora, en comparant nos résultats a ceux d’une étude préalable
de ’HE d’A. polystachia, (CL50= 6459 mg/mL) et Aloysia triphylla (CL50=1279 mg/mL) on
peut conclure que cette plante ne posseéde pas d’effet cytotoxique sur les larves d’Artemia salina
(Werdin Gonzélez et al., 2010).

Les résultats obtenus des trois HEs ont des IC50>80ug/mL ce qui indique qu’elles n’ont
pas d’effet cytotoxique sur les larves d’Artemia salina. Néanmoins des études plus approfondies

sont nécessaires pour confirmer la cytotoxicité de ces HEs.
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3.1. Essai d’incorporation des HEs dans le yaourt

Cette partie de I’étude a concerné I’incorporation des HEs des trois especes
sélectionnées, séparément, dans une matrice alimentaire de type « yaourt étuvé ». Les résultats
obtenus sont comparés a ceux d’un yaourt témoin (sans HEs). La comparaison a pour objectif
d’analyser I’impact de cette incorporation sur quelques parameétres physicochimiques et
organoleptiques des yaourts formulés et d’évaluer leur potentiel antioxydant. Dans cette étude,
nous avons fixé une dose des HEs a incorporer dans les yaourts (25uL/L) en partant des résultats

de la concentration minimale inhibitrice CMI ainsi que des tests sensoriels préliminaires.

YN : yaourt nature sans HEs

YST : yaourt supplémenté de 25uL/L de I’HE de T. willdenowii
YSC : yaourt supplémenté de 25uL/L de I’'HEde C. citratus
YSV : yaourt supplémenté de 25uL/L de I’'HE d’A. citriodora

3.1.1 Observation microscopique des bactéries lactiques des différents yaourts

La coloration de Gram effectuée a partir des colonies des bactéries du yaourt obtenues
au J1 et J28 du stockage au froid (figure 33.a et 33.b) a révélé I’aspect et forme des bactéries
lactiques L. bulgaricus et S. thermophilus retrouvées dans tous les échantillons de yaourts YN,
YST, YSC et YSV. Les bactéries L. bulgaricus apparaissent a 1’observation microscopique au
J1 comme de courts bacilles Gram (+) de petite taille regroupés le plus souvent en diplobacille,
et ce dans tous les lots de yaourts observés. Les bactéries S. thermophilus apparaissent sous
forme de coques Gram positif (+) groupés en paires ou en chainettes. Ce constat confirme que
I’incorporation des HEs au yaourt n’affecte pas la forme des cellules bactérienne. Par ailleurs,
I’observation microscopique des L. bulgaricus obtenue des colonies des BL au J28 des
différents yaourts a présenté des bacilles Gram (+) plus long et ce dans les yaourts incorporés

d’huiles essentielles (thym, verveine et citronnelle).

Peu d'études ont pris en compte les effets des huiles essentielles sur les microorganismes
bénéfiques reconnus comme des outils technologiques dans la transformation et la conservation
des aliments, ainsi que sur les microorganismes probiotiques bien connus pour leurs propriétés
bénéfiques sur la santé des consommateurs (Leite De Souza, 2021), de ce fait, nos résultats
contribuent a la compréhension de 1’effet des huiles essentielles sur la croissance des bactéries

lactiques du yaourt. Cependant des observations au MEB (microscopie électronique a balayage)
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sont nécessaires afin de voir en profondeur I’effet des HEs sur la structure et forme des bactéries

(Bajpai et al., 2016).

Il est important de noter que la présence des BL dans les yaourts formulés au début et a
la fin du stockage prouve que les HEs n’ont pas eu un effet inhibiteur a la dose incorporée
25uL/L, ce résultat est a également été observé dans 1’étude de Jimborean et al., (2016) utilisant

I’HE de Citrus sinensis et qui n’a exercé aucun effet inhibiteur sur les bactéries du yaourt.

En somme, des observations au MEB (microscopie électronique a balayage) sont

nécessaires afin de voir en profondeur 1’effet des HEs sur la structure et forme des bactéries
(Bajpai et al., 2016).

Figure 33.a. Aspect microscopique des bactéries lactiques L. bulgaricus et
S.thermophilus dans les différents yaourts formulés a J1 du stockage observées au microscope

optique au grossissement x100

Figure 33.b. Aspect microscopique des bactéries lactiques L. bulgaricus et
S.thermophilus dans les differents yaourts formulés a J28 du stockage observées au

microscope optique au grossissement x100
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3.1.2. Analyse hygiénique des yaourts formules

Les résultats de I’analyse hygiénique des différents yaourts formulés sont mentionnés

dans le tableau 24.

Tableau 24. Analyse microbiologique des yaourts préparés

o o ® T 8 3 =
a i s g x g x 3 § Q 2 5= %_:
ES| 3 < 53 s3| & | 25|33 29 239
o & =3 - h=—as h= £ o © | &5 o =
(O L Shhat Sl I S - g . @
b o o N n — n s
1 Nc ab ab ab ab ab 191 <30
YN Nc ab ab ab ab ab 56 <30
21 Nc ab ab ab ab 66 <30 <30
28 ab ab ab ab ab 43 <30 <30
1 ab ab ab ab ab ab >300 >300
YST 7 ab ab ab ab ab ab >300 >300
21 ab ab ab ab ab ab >300 >300
28 ab ab ab ab ab Nc >300 >300
1 ab ab ab ab ab ab >300 >300
e 7 ab ab ab ab ab ab >300 >300
21 ab ab ab ab ab ab >300 >300
28 ab ab ab ab ab Nc >300 >300
1 ab ab ab ab ab ab >300 >300
YSvV 7 ab ab ab ab ab ab >300 >300
21 ab ab ab ab ab Nc >300 >300
28 ab ab ab ab ab 74 >300 >300

AB : absence, Nc : non compté (trop peu pour étre comptés), FTAM : flore totale aérobie mésophile

Le dénombrement de la FTAM reflete la qualité microbiologique générale d’un produit
naturel et permet d’en suivre son évolution. Le nombre des germes totaux pourra donner une
indication de I’état de fraicheur ou de décomposition (altération) du produit. Selon la norme
nationale de 2004, N°43 parue au Journal Officiel. Le traitement thermique appliqué sur le lait
avant fabrication du yaourt est suffisant pour détruire les micro-organismes non sporulés
pathogenes ou non. Leur présence dans le yaourt ne peut étre que de maniére accidentelle. Nos
résultats sont satisfaisants car nous n’avons enregistré aucune présence des germes pathogeénes
et méme la flore totale aérobie mésophile était inférieure aux limites, de méme pour les
Staphylocoques. Otaibi et al. (2008) ont évalué la qualité microbiologique d’un yaourt
additionné d’HEs de thym et de sauge et leurs constatations concordent parfaitement avec nos

résultats.
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Concernant les bacteéries lactiques (L.bulgaricus et S. thermophilus), leur présence dans
les yaourts YST, YSC et YSV est supérieure & 300x10%° et ce du début du stockage jusqu’a la
fin. Par contre le yaourt formulé témoin YN a enregistré un taux de bactéries trés faible durant
toute la période de stockage, ceci nous amene a supposer que les HEs ont stimulé la croissance
des deux bactéries du yaourt. Nous confirmons par ailleurs que la concentration choisie a bien
été tolérée par ces bactéries lactiques et n’a pas affecté leur quantité dans le produit qui était
supérieur a la norme de 108 qui est recommandé pour qualifier le produit comme yaourt
probiotique (Moritz et al., 2012).

3.1.3. Effet de I’incorporation des HEs sur les parameétres physicochimiques des yaourts

3.1.3.1. Acidité titrable des yaourts

Les valeurs moyennes de 1’acidité sont mentionnées dans le tableau 25. Les différences
enregistrées entre les jours de stockage sont schématisées dans la figure 34. D’apres ces
résultats, il existe une variation de ’acidité titrable durant les jours de stockage pour tous les
types de yaourt. En effet au J1, le plus grand taux d’acidité titrable étant enregistré pour le YST
(93+0,05°D) significativement différent (p<0,05) avec le yaourt contréle YN.

Au J7, le taux le plus élevé étant celui du YN (9201 °Dornic) enregistrant une
différence significative (p<0,05) avec les yaourts YSC et YSV. Au J21, le plus grand taux
d’acidité est attribué au YST (96+0,11 °D) significativement différent (p<0,05) avec le YN.
Concernant le dernier jour de stockage, nous constatons que le YSV a enregistré le plus grand

taux d’acidité (94+0,77 °D) significativement différent (p<0,001) avec le yaourt YN.

Tableau 25. Acidité titrable des yaourts formulés durant le stockage

Duree de stockage Type de yaourt
(en jours) YN YST YSC YSV
1 87+0,11 93+0,05 86+0,32 7910,1
7 92+0,1 850,5 86+0,15 84+0,05
21 90+0,11 96+0,11 92+0,17 87+0,32
28 76+0,05 8340,15 91+0,20 94+0,77

YN : yaourt non incorporé d’HE (témoin)

YST : yaourt incorporé de I’HE de T. willdenowii
YSC : yaourt incorporé de I’HE de C. citratus
YSV : yaourt incorporé de I’HE d’A. citriodora
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Figure 34. Variation de I’acidité titrable des yaourts formulés durant le stockage
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A) comparaison YN-YST, B) comparaison YN-YSC
C) comparaison YN-YSV, D) Evolution de I’acidité pour chaque yaourt
YST : yaourt incorporé avec I’HE de T.willdenowii, YSC : yaourt incorporé avec I’HE de C. citratus,
YSV : yaourt incorporé avec I’HE de A. citriodora, YN : yaourt non incorporé d’HE.

3.1.3.2. pH des yaourts

Les valeurs moyennes du pH sont mentionnées dans le tableau 26. Les différences

enregistrées entre les jours de stockage sont illustrées dans la figure 35.

Tableau 26. pH des yaourts formulés durant le stockage

YN
@ YSC

-~ YN
-~ YST
-~ YSC
-~ YSV

Type de yaourt
Jour de stockage YN YST VSC YSY
1 4,713+0,015 | 4,685+0,005 | 4,85+0,01 4,806+0,005
7 4,614+0,004 | 4,615+0,02 | 4,739+0,002 | 4,683+0,003
21 4,498+0,008 | 4,469+0,008 | 4,552+0,018 | 4,54+0,005
28 4,499+0,008 | 4,448+0,004 | 4,536+0,009 | 4,452+0,0005

YN : Yaourt non incorporé ; YST : yaourt incorporé de I’HE de T. willdenowii
YSC : yaourt incorporé de I’HE de C. citratus YSV : yaourt incorporé de I'HE d’A. citriodora
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Les résultats obtenus expriment une variation du pH dans chaque lot de yaourt,
dépendant des jours de stockage. Une diminution hautement significative (p<0,0001) du pH a
est constatée entre le premier jour et le dernier jour de stockage (J1-J28) pour le YN. Cette
diminution (p<0,0001) est observée aussi du J7 au J28. Les valeurs de pH pour le YN varient
entre 4,713+0,01 et 4,499+0,008 du J1 au J28.

Concernant le YST, le pH a tendance a diminuer de maniere hautement significative
(p<0,0001) et ce du J1 au J21, par la suite une stabilité du pH est observée entre le J21 et le J28.
Ce méme résultat est observé pour le YSC ou la diminution du pH était hautement significative
(p<0,0001) du J1 au J21 avec une stabilité du pH entre le J21 et J28. Il n’en n’est pas de méme
pour le YSV ou le pH a tendance a baisser de maniére trés hautement significative (p<0,0001)
et ce du J1 au J28 (figure 35). Les comparaison des valeurs des pH des yaourts incorporés avec

celles du yaourt non incorporé sont représentés dans la figure 36 :
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Figure 35. Evolution des pH des yaourts formulés durant le stockage

A) Evolution du pH dans le yaourt témoin YN

B) Evolution du pH dans le yaourt incorporé¢ de I’HE de T. willdenowii YST
C) Evolution du pH dans le yaourt incorporé de I’'HE de C. citratus YSC

D) Evolution du pH dans le yaourt incorporé¢ de I’HE d’A. citriodora YSV
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Figure 36. Comparaison des pH des yaourts formulés durant le stockage

A) comparaison YN-YST ; B) comparaison YN-YSC

C) comparaison YN-YSV ; D) Evolution du pH pour chaque yaourt
YST : yaourt incorporé avec I’HE de T.willdenowii, YSC : yaourt incorporé avec I’HE de C. citratus
YSV : yaourt incorporé avec I’HE de A. citriodora, YN : yaourt non incorporé d’HE.

En prenant en compte les corrélations entre les valeurs de pH et d’acidité des différents
yaourts formulés du méme type, nous constatons des corrélations négatives ce qui signifie que
les pH évoluent de maniére opposée aux taux d’acidité ce qui est observé aussi par Dave et
Shah (1998).

Les propriétés fermentaires des différents yaourts ont été déterminées par la mesure du
pH et de I’acidité titrable. En effet, ’acidité des yaourts est la résultante de la fermentation des
sucres du lait par les bactéries du yaourt (L. bulgaricus et S. thermophilus), c’est un critére
crucial de qualité pour la saveur, la texture, le gout acidulé ainsi que la durée de conservation
des yaourts (Tamime et Robinson, 2007). Les résultats Singh et al. (2011) sont en concordance
avec les notres, ils ont rapporté I’effet de I'huile volatile et de I'oléorésine d'anis sur la durée de
conservation du yaourt et ont remarqué une diminution de pH durant les jours de stockage.
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Le premier jour de stockage a froid, le pH et 1’acidité sont affectés. Ce résultat différe
de celui observé par Joung et al. (2016), en étudiant les effets de 1’addition de plantes
traditionnelles de la Corée sur la fermentation du yaourt. La baisse du pH est relative a la
production des acides organiques par les bactéries du yaourt et dépend étroitement de la
composition de ces bactéries starters, du temps de stockage, de la température de la fermentation
et des contaminations. D’apres les résultats obtenus, il semble que 1’incorporation des HEs
augmenterait de maniere significative le pH des yaourts par rapport au témoin, ceci est

enregistré dans les yaourts YSC et YSV plus que dans le yaourt YST.

Les différences entre les taux d’acidité titrable entre les lots de yaourts incorporés d’HEs
et le controle peuvent étre expliquées par I’effet fermentaire des HES de plantes aromatiques
qui augmente l'activité métabolique des bactéries du yaourt et I'acidité, due a la production
d'acides organiques par les bactéries lactiques. D’aprés Fessard (2017), 'augmentation du
temps de stockage conduit a la poursuite du processus de fermentation du lactose par les
bactéries starter en augmentant l'acidité, suite a I'accumulation d'acides tels que I'acide lactique

et I'acide formique.

3.2. Effet de ’incorporation des HEs sur I’activité antioxydante des yaourts

3.2.1. Test ABTS

Le test ABTS est utilisé pour évaluer 1’activité antioxydante des différents yaourts, les

résultats obtenus sont mentionnés dans le tableau 27 et schématisés dans la figure 37.

Tableau 27. Activité antioxydante des yaourts formulés évaluée par le test ABTS

Jour de YN | YST | YsC | YSV
stockage ABTS (UM TroloxEg/mL yaourt)
1 2,93+0,85 2,04+0,11 [ 2,07£0,37 | 2,22+0,13
7 2,43+0,01 2,34+0,32 | 3,86+0,35 | 2,12+0,34
21 2,54+0,01 1,47+0,24 | 2,10£0,22 | 2,02+0,08
28 2,66+0,01 1,95+0,09 | 1,66+0,04 | 1,98+0,09

YN : yaourt non incorporé d’HE ;  YST : yaourt incorporé avec I’HE de T. willdenowii

YSC : yaourt incorporé avec I’HE de C. citratus ; YSV : yaourt incorporé avec I’HE de A. citriodora

Une activité antioxydante est enregistrée pour tous les types de yaourts. Il & noter que
I’activité antioxydante dans le yaourt YN est maximale au J1 (2,93£0,85 puM Trolox Eg/mL
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yaourt), cette valeur tend a baisser durant J7, J21, J28 mais de maniere non significative du J7
au J28.

Le yaourt YST a enregistré une augmentation significative de I’activité antioxydante de
J1 au J7 par la suite, une diminution est observée entre J7 et J21, puis une augmentation est

observée jusqu’au J28 ou la valeur du test atteint 1,95+0,09 uM Trolox Eg/mL yaourt.

De méme pour le yaourt YSC, la plus grande valeur est enregistrée au J7 (3,86+0,35

uM Trolox Eg/mL yaourt) et connait une diminution par la suite jusqu’au J28.

Pour le yaourt YSV, les valeurs du test sont stables du J1 au J28 sans connaitre de
fluctuations ni de différence significative.

Il est a signaler que le yaourt incorporé de I’HE de T. willdenowii YST a une activité
antioxydante plus faible que celle du yaourt non incorporé YN (p<0,001) pour les jours de
stockage J21 (2,54+0,01; 1,48+0,24 puM Trolox Eg/mL yaourt respectivement) et J28
(2,660,011 ; 1,94+1,66uM Trolox Eq/mL yaourt respectivement) (figure 5).

Le yaourt incorporé d’HE de citronnelle a montré une augmentation au J7 dépassant tres
significativement (p<0,001) I’activité antioxydante du yaourt controle. Néanmoins, I’activité

tend a baisser significativement (p<0,001) au J21 et J28.

L’incorporation de I’HE d’A. citriodora a montré une activité antioxydante plutét stable

tout long des jours de stockage sans aucune différence significative (p<0,05).

Par ailleurs, il est a noter que la comparaison des valeurs des activités antioxydantes des
différents yaourts formulés pour chaque jour de stockage révele pour la majorité 1’existence
d’une différence significative au moins pour une période de stockage (figure 38). Le résultat le

plus remarquant est celui du yaourt YSC au J7 qui dépasse largement les autres yaourts.
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Figure 37. Activité antioxydante des yaourts formulés évaluée
par le test ABTS

YST : yaourt incorporé avec I’HE de T.willdenowii, YSC : yaourt incorporé avec I’HE de C. citratus

YSV : yaourt incorporé avec I’'HE de A. citriodora, YN : yaourt non incorporé d’HE.
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3.4.2. Test CUPRAC

L’activité antioxydante des différents types de yaourts évaluée par le test CUPRAC a

permis de récolter les résultats cités dans le tableau 28.

Tableau 28. Activité antioxydante des yaourts formulés (évaluée par le test CUPRAC)

Type yaourt YN Yyst | ysc |  vysv
Jours de stockage CUPRAC (UM Trolox Eg/mL yaourt)
J1 37,93+1,42 | 40,33+1,92 | 44,12+0,19 | 46,78+3,29
J7 36,23+3,36 | 54,14+4,83 | 34,75+0,82 | 65,83+1,13
J21 35,98+3,11 | 37,93+0,33 | 35,72+1,34 40,51+0,35
J28 33,30+1,09 | 46,63+3,97 | 36,96+4,68 | 32,07+3,19

CUPRAC: Cupric ion reducing antioxidant capacity,
YST : yaourt incorporé avec I’'HE de T.willdenowii,
YSC : yaourt incorporé avec I’HE de C. citratus
YSV : yaourt incorporé avec I’HE de A. citriodora,

YN : yaourt non incorporé d’HE.

D’apres les résultats obtenus (figure 39), il y a une activité anti oxydante dans tous les
produits et pour tous les jours de stockage a des différences prés ; exemple pour le yaourt
incorporé d’HE de T. willdenowii YST, une augmentation significative est observée entre le J1
et J7 atteignant un maximum d’activité de 54,14+4,83uM Trolox Eqg/mL yaourt, cette valeur
tend par la suite a diminuer significativement jusqu’au J21 (37,931£0,33uM Trolox Eq /mL

yaourt) pour se stabiliser jusqu’au J28.

Le Yaourt contrdle YN n’a enregistré aucune différence significative entre les jours de
stockage avec des valeurs allant de 33,30+1,09 & 37,93+1,42 uM Trolox Eg/mL yaourt.
Concernant le yaourt incorporé de I’huile essentielle de C. citratus (YSC), la plus grande
activité antioxydante a été enregistrée le J1 de stockage (44,12+0,19uM Trolox Eq/mL yaourt),
par la suite cette activité antioxydante tend a diminuer de maniére significative jusqu’au J21 ou

une stabilité est observée jusqu’au J28.

Par ailleurs, le yaourt incorporé de I’HE d’A. citriodora YSV a enregistré un maximum
d’activité au J7 (65,83+1,13uM TroloxEg/mL yaourt) avec une augmentation significative du
J1 au J7, ’activité antioxydante tend a diminuer de maniere tres significative a partir du J7

jusqu’au J28.

En prenant en compte la comparaison de chaque type de yaourt avec le contrdle (figure

40), nous pouvons constater que les yaourts incorporés d’HEs ont pour la plupart une activité

127



Reésultats et discussion 3. Yaourt incorporé d’huile essentielle

antioxydante supérieure a celle du contréle (p<0,0001) surtout en J7 pour le YST et le J1 et J7

pour le YSV, en revanche, le YSC possede une activité supérieure a celle du controle en J1

(p<0,05).
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Figure 39. Effet de I’incorporation des HEs sur I’activité antioxydante des yaourts formulés

(évaluée par le test CUPRAC)

YST : yaourt incorporé avec I’HE de T.willdenowii,
YSC : yaourt incorporé avec I’HE de C. citratus
YSV : yaourt incorporé avec I’HE de A. citriodora,

YN : yaourt non incorporé d’HE.
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Figure 40. Comparaison de I’activité antioxydante des yaourts formulés YST, YSC et YSV
au contréle YN (évaluée par le test CUPRAC)

YST : yaourt incorporé avec I’HE de T.willdenowii,

YSC : yaourt incorporé avec I’HE de C. citratus

YSV : yaourt incorporé avec I’HE de A. citriodora,

YN : yaourt non incorporé d’HE.

3.4.3. Test ORAC

L’analyse de I’activité antioxydante des différents yaourts formulés par le test ORAC

est mentionnée dans le tableau 29. La méthode ORAC est basée sur la décroissance de la

fluorescéine en présence d’un oxydant chimique : I’AAPH (radical peroxyle trés stable).
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Tableau 29. Activité antioxydante des yaourts formulés évaluée par le test ORAC

YN | vyst [ ysc | ysv
Jours de stockage -
ORAC (UM Trolox equivalent /mL Yaourt)
J1 221,10£6,50 195,48+18,51 |191,45+27,42 | 203,49+18,59
J7 160,52+10,49 162,34+22,63 | 197,22+8,04 | 175,39+29,53
J21 157,66+15,41 188,79+12,99 |184,61+19,39| 189,32+25,12
J28 193,67+1,48 197,11+5,78 |202,19+11,60| 185,91+18,76

ORAC : oxygen radical absorbance capacity

YST : yaourt incorporé avec I’HE de T.willdenowii
YSC : yaourt incorporé avec I’HE de C. citratus
YSV : yaourt incorporé avec I’HE d’A. citriodora,

YN : yaourt non incorporé.

L’activité antioxydante évaluée par le test ORAC révele une diminution hautement
significative (p<0,0001) des valeurs ORAC pour le yaourt contréle YN entre le J1 et J28. Cette
activité antioxydante restera stable avec aucune différence significative (p<0,05) entre le J7 et
le J21. Par la suite, une augmentation significative (p<0,05) est enregistrée entre le J21et le J28.
La plus grande et la plus faible valeur ’ORAC pour le yaourt controle YN est de 221,10+6,49
et 157,66+15,41uMTrolox Eg/mL yaourt respectivement (figure 41).

Concernant le yaourt YST, aucune différence significative (p<0,05) n’est été soulevée
entre les jours de stockage. Les valeurs d’ORAC enregistrées varient de 162,34+22,63 jusqu’a
197,10+5,78 uMTrolox Eq/mL yaourt. Il semble que I’activité antioxydante du yaourt est
maintenue stable tout au long de la durée du stockage. De méme pour le yaourt YSC ou les
valeurs ORAC varient entre 188,79+£12,99 et 197,21+8,03 uMTrolox Eqg/mL yaourt sans
différence significative (p<0,05) entre les jours de stockage.

L’absence de différence significative (p<0,05) est observée également par le yaourt
incorpor¢ de I’HE d’A. citriodora YSV. Le maximum d’activité étant de 197,10+5,78
uMTrolox Eg/mL yaourt, néanmoins cette activité est maintenue stable tout au long de la durée

du stockage a froid.

La figure 42 illustre les comparaisons entre les différents yaourts incorporés d’HEs et
entre ces derniers et le yaourt contrble durant la période de stockage. Il est a remarquer que

I’activité antioxydante du le yaourt YST est significativement plus élevée (p<0,05) que celle du
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yaourt YN dans le jour 21 (191,45+27,41; 157,66+15,4103 puMTrolox Eg/mL vyaourt,

respectivement) ainsi qu’entre les yaourts YSC et YN au jour 7 au profit du yaourt YSC.

Pour le yaourt YSV, les jours de stockage n’ont enregistré aucune différence significative

(p<0,05) avec le controle.

Figure 41. Effet de I’incorporation des HEs sur les valeurs de I’activité antioxydante des
yaourts (évalués par le test ORAC)

YST : yaourt incorporé avec I'HE de T.willdenowii, YSC : yaourt incorporé avec I’HE de C. citratus
YSV : yaourt incorporé avec I’HE d’A. citriodora, YN : yaourt non incorporé.
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Figure 42. Comparaison de I’activité antioxydante des yaourts formulés
(évaluée par le test ORAC)

Yaourt a1I’HE de T. willdenowii / controle
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L’activité antioxydante des différents yaourts a révelé des résultats différents d’un test
a Pautre (ABTS, CUPRAC et ORAC). Il est a noter que tous les produits laitiers contiennent
des composés antioxydants avec des proportions variées, dépendant des matrices et des
proceédes technologiques appliqués. Ces composés incluent la fraction protéique (plus
spécifiqguement la caséine), des enzymes antioxydantes (la superoxyde dismutase (SOD), la
catalase et la glutathion peroxydase), la lactoferrine, les vitamines C, E, A et D3, I’acide
linoléigue conjugué ; le coenzyme Q, I’équol, ’acide urique, certains caroténoides, de 1’acide
linoléique conjugué (CLA), des vitamines A, C, D3 et E et des peptides bioactifs. Les protéines
laitieres contiennent également des antioxydants tels que le glutathion, qui est un tripeptide
composé de trois acides aminés (cystéine, glycine et acide glutamique) et qui est un puissant
antioxydant intracellulaire (Fardet et Rock, 2018). Le glutathion protége les cellules contre les
dommages oxydatifs en neutralisant les radicaux libres et en régénérant d'autres antioxydants

tels que la vitamine C et la vitamine E.

L’idée de supplémenter les yaourts d’extraits végétaux et d’HEs a fait ’objet de
plusieurs études (Singh et al., 2011 ; Anand et al., 2018 ; Yangilar et Yildiz, 2018 ; Mehdizadeh
et al., 2019 ; Nazari et al., 2019 ; Mahmmodi et al., 2021). Ces derniéres visent a améliorer la
qualité non seulement organoleptique mais aussi fonctionnelle des yaourts. Certains auteurs
défendent le concept de yaourt possédant un pouvoir antioxydant aprés son incorporation d’HEs
et d’extraits de plantes médicinales (Amirdivani et Baba, 2011 ; Azizkhani et Parsaeimehr,

2018a, 2018b ; Tizghadam et al., 2021 ; Shori, 2022).

Le test ABTS a révélé un potentiel antioxydant du yaourt incorporé de I’'HE de C.
citratus supérieur a celui du contréle et d’A. citriodora au 7¢™ jour de stockage, cela peut étre
expliqué par la teneur élevée de ce yaourt en polyphénols. En effet, la dégradation des protéines
du lait par les bactéries lactiques du yaourt favorise la libération de composés phénoliques
(Fessard, 2017).

Il est possible aussi que les composés antioxydants des HES puissent se mélanger avec
les protéines et les lipides du yaourt, augmentant ainsi la teneur en antioxydants du produit
final. De plus, les HEs peuvent également améliorer la stabilité des antioxydants naturels
présents dans le yaourt, en les protégeant contre la dégradation due a la chaleur, la lumiere et

I'oxygene (Kanatt et Sharma 2007). Une autre hypothése suggérée par Lee et al. (2021)

133



Reésultats et discussion 3. Yaourt incorporé d’huile essentielle

expliquant qu’il y a une dégradation ultérieure des peptides obtenus lors de la protéolyse au
cours de la fermentation, ces peptides sont a leur tour dégradés en peptides bioactifs et dotés
d’activité antioxydante, ¢’est pour cette raison que nous observons I’augmentation de I’activité
antioxydante aprés une période de diminution. C’est le cas des yaourts formulés YST et YN

analysés par CUPRAC (figure 38).

3.5. Effet des HES sur P’activité antioxydante des bactéries lactiques du yaourt

Les bactéries lactiques du yaourt (L. bulgaricus et S. thermophilus) ainsi que la bactérie
contréle (L. rhamnosus) fermentées en présence des HEs étudiées, ont été soumises au test
antioxydant ORAC a travers leurs extraits extracellulaires. L activité antioxydante des cultures
de bactéries a été quantifiée par la protection de la fluorescéine (sonde fluorescente) contre
I’attaque de I’AAPH (générateur de radicaux libres) dans le milieu réactionnel. Cette méthode
nous informe sur ’activité antioxydante totale, les résultats du test ORAC obtenus sont
mentionnés dans le tableau 30 pour les valeurs ORAC des bactéries lactiques fermentées sans

HEs et dans le tableau 31 pour les bactéries lactiques fermentées avec les HEs.

Tableau 30. Activité antioxydante des bactéries lactiques fermentées sans HEs (évaluée par le
test ORAC)

Bactéries lactiques  |Nombre de cellules viables| ORAC : uM Trolox eq/10° cellules

L. bulgaricus 2,9 x10° 0,88
S. thermophilus 0,68 x 10° 413
L. rhamnosus (contréle) 0,15 x 10° 17,36

Tableau 31. Activité antioxydante des bactéries lactiques fermentées en présence des HEs
(évaluée par le test ORAC)

9
Bactéries MM Trolox eq/10
Cellules
Bactéries lactiques fermentées |L- bulgaricus 6,74+0,13
en présence de I'HE de T.  |S. thermophilus 31,80+0,86
willdenowii L. rhamnosus ATCC 53103 (contrdle) 137,58+4,27
<ries lacti ; . |L. bulgaricus 6,69+0,47
Bacte{nes aclthues ermentees | thermophilus 2902032
en présence I'HE de C. citratus -
L. rhamnosus ATCC 53103(contréle) 141,43+3,29
L. bulgaricus 3,82+0,46
Bactéries lactiques fermentées |g thermophilus 1555+1.72
en présence I'HE d’A. citriodora — - —
L. rhamnosus ATCC 53103(contréle) 96,77+8,82
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D’apres la figure 43, toutes les bactéries étudiées ont révélé une activité antioxydante
exprimée en uM Trolox eq/10° cellules. La bactérie L. bulgaricus a montré la plus faible
activité, tandis que la bactérie contréle L. rhamnosus ATCC 53103 a enregistré la plus forte
activité (6,74+0,13 ; 137,58+4,27uM Trolox eq/10° respectivement). Ce résultat est comparable
a celui de Xing et al. (2015) ou la bactérie contréle L. rhamnosus ATCC 53103 a présenté une

trés forte activité antioxydante au test DPPH.

Dans un autre contexte, 1’étude réalisée par Kim et al. (2022) confirme aussi que les
bactéries lactiques lorsqu’elles sont attachées a la lumicre intestinale, ainsi que leurs
métabolites augmentent pour éliminer les radicaux libres, maintenant ainsi I'équilibre oxydo-

réducteur intestinal.
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Figure 43. Activité antioxydante des bactéries lactiques fermentées en absence des HES
(évaluée par le test ORAC)

Dans le cas des bactéries fermentées en présence des HEs (figure 44), la bactérie
contrdle a présenté la plus grande valeur de I’ORAC dans les différentes HEs. Néanmoins, nous
remarquons une différence tres significative (p<0,001) observée entre les bactéries fermentées
en présence des HEs et celles fermentées en leur absence pour chaque souche. Ce résultat trés
encourageant nous ameéne a conclure qu’il y a probablement un effet important des HEs sur

I’activité antioxydante des bactéries lactiques.
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La majorité des bactéries lactiques peuvent neutraliser les radicaux libres par la
production de I’enzyme superoxyde dismutase (SOD), ou par ['utilisation de 1’oxygéne
moléculaire ou le peroxyde d’hydrogéne pour générer le NAD+, par I’action de 1a NADH
oxydase et la NADH peroxydase. Pour d’autres bactéries, la détoxification des radicaux libres

et de I’H20- peut étre effectuée aussi par la glutathione (Stecchini et al., 2001).

Certains auteurs attribuent I’augmentation de [’activité antioxydante des bactéries
lactiques pendant la fermentation a la dépolymérisation des composés phénoliques en
hydrolysant ces composés présents dans les végétaux sous forme conjuguées et libérant d’autres
formes pouvant améliorer leur fonctionnalités (Leroy et De Vuyst, 2004 ; Torino et al., 2013).
Pour obtenir les propriétés souhaitables dans les aliments fermentés d’origine végétale, les
bactéries lactiques doivent étre adaptées aux caractéristiques des matieres premieres végétales
ou les composés phénoliques sont abondants. Cependant, des résultats obtenus chez
Lactobacillus plantarum ont montré qu’elle était capable de dégrader certains composés
phénoliques alimentaires donnant des composés influencant I'aréme des aliments ainsi que les
composés presentant une activité antioxydante accrue (Rodriguez et al., 2009). Les acides
organiques produits par les bactéries lactiques tels que l'acide lactique et I'acide acétique

peuvent également agir comme des antioxydants en neutralisant les radicaux libres.

L’effet des HEs a travers leurs composants doit faire objet d’une investigation plus
approfondie afin de comprendre les mécanismes qui interviennent dans I’augmentation de

I’activité antioxydante des bactéries lactiques sous I’effet des HEs.
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Figure 44. Activité antioxydante des bactéries lactiques fermentées en présence et en
absence des HEs (évaluée par le test ORAC)
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3.6. Effet de I’incorporation des HEs sur la production d’acides organiques et d’arome

par les bactéries lactiques dans les yaourts étudiés formulés

La présence des acides organiques et ardmes produits dans le yaourt par les bactéries
lactiques est évaluée par HPLC, utilisant comme standards les acides organiques : lactique,
formique, acétique et citrique pour les acides organiques et 1’acétaldéhyde pour les ardmes. Les

résultats de cette analyse sont mentionnés dans le tableau 32. Les spectres obtenus sont

représentés dans les Annexes de 16 a 23 pour les yaourts YN, YST, YSV et YSC.

Tableau 32. Effet de I’incorporation des HEs sur la teneur en acides organiques et arome

Acide Jours de YN YST YSC YSV
organigue stockage
1 1,047+0,003 0,9785+0,0445 | 0,6935+0,145 | 0,8955+0,0985
Acide 37 0,927+0,012 0,8645+0,0045 | 0,887+0,001 0,849+0,027
lactique J21 1,4+0,04 1,335+0,125 1,2955+0,134 | 1,1495+0,005
128 0,1625+0,0005 | 0,1515+0,0175 | 0,738+0,036 | 0,9805+0,0005
1 0,2055+0,0005 0,112+0,006 | 0,1155+0,0095 | 0,8955+0,0985
Acide 37 0,2285+0,0005 0,191 0,1245+0,0015 |  0,849+0,027
Formique J21 0,399 0,3665+0,0025 | 0,2755+0,1235 | 0,2495+0,0015
28 0,02650,0005 0,029 0,0935+0,0155 | 0,9805+0,0005
1 0,198+0,004 0,2 0,189 0,213
Acide J7 0 0 0 0
acetique J21 0 0,309 0,317 0
28 0 0,038 0 0
1 0,209+0,005 0,323+0,115 | 0,3715+0,1845 | 0,1595+0,0005
Acide 37 0,2675+0,0195 | 0,2895+0,0084 | 0,3055+0,0055 | 0,3795+0,0725
Citrique J21 0,3265+0,0385 0,28+0,084 0,318+0,062 | 0,3885+0,0065
28 0,0645+0,0005 | 0,0285+0,0235 | 0,2415+0,0835 | 0,3835+0,0045

YN : yaourt non incorpore,

YST : yaourt incorporé de I’HE de T. willdenowii
YSC : yaourt incorporé de I’HE de C. citratus
YSV : yaourt incorporé de I'HE d’A. citriodora

3.6.1. Production de I’acide lactique

A I’issu des résultats obtenus, 1’acide lactique s’est révélé I’acide organique majoritaire

produit au cours du stockage et ce dans tous les types de yaourts. Sa quantité varie d’un produit
a ’autre (figure 45). La plus grande quantité en acide lactique pour les quatre produits est
obtenue au J21 du stockage a froid (1,400+0,057, 1,335+0,177, 1,296+0,190, 1,150+0,008 pour
les yaourts : YN, YST, YSC et YSV respectivement). Ce constat est observé aussi dans 1’étude
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de Zheng et al. (2022) sur I’influence de 1’addition d'huile de pépins de périlla (plante
aromatique cultivée en Chine et consommée comme légume-feuille) sur la qualité du yaourt
pendant le stockage a 4°C. En prenant en considération les résultats de la comparaison entre le
yaourt contrdle YN et les autres yaourts (YST, YSC, YSV), ’ANOVA a deux facteurs, nous a
permis d’obtenir le graphique B) de la figure 45, exprimant que pour le J1. La quantité de I’acide
lactique produite dans le contrble YN est significativement plus élevée que celle des yaourts
formulés (YSC et YSV ; p<0,0001 et p<0,05 respectivement). Par ailleurs, il n’y a aucune
différence significative entre le controle et le yaourt YST. A la fin de la période du stockage,
la quantité d’acide lactique tend a diminuer pour les yaourts YN et YST, par contre elle est
maintenue pour les yaourts YSC et YSV, enregistrant une différence trés hautement

significative avec le contréle (p<0,0001).
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Figure 45. Evolution et comparaison de la production de I’acide lactique au cours du

stockage des yaourts formulés

A) Evolution de la production de 1’acide lactique au cours du stockage pour chaque yaourt
B) Comparaison de la quantité de I’acide lactique au controle pour chaque yaourt au cours du stockage

YST : yaourt incorporé avec I’HE de T.willdenowii, YSC : yaourt incorporé avec I’HE de C. citratus
YSV : yaourt incorporé avec I’HE d’A. citriodora, YN : yaourt non incorporé.
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Ces résultats nous amenent a établir I’hypothése que ces HES agissent sur le métabolisme des

bactéries du yaourt pour produire de 1’acide lactique a la fin de la période de stockage ce qui
prouve le maintien de la viabilité des bactéries lactiques jusqu’a cette période. Ceci représente
un grand avantage pour le consommateur qui bénéficiera des bienfaits des bactéries du yaourt
méme en période de fin de stockage.

3.6.2. Production de I’acide formique

Il a été vraisemblablement prouvé que le chauffage du lait provoquerait la formation
d’acide formique qui représenterait 80% des acides volatils formés au cours du chauffage a
I’autoclave (Auclair et Portmann, 1959 ; Béal et Helinck, 2019). Par ailleurs, il a été noté aussi
que la bactérie starter du yaourt S. thermophilus stimule I’autre bactérie L. bulgaricus par la
formation d’acide formique (Béal et Helinck, 2019). D’apres les résultats représentés dans la
figure 46, il est clair que la formation de ce composé connait une augmentation du J1 au J21
avec un maximum de production au J21 pour tous les types de yaourts élaborés, par la suite une

diminution est percue entre le J21 et le J28 de stockage a froid.

Concernant le J28, la diminution de la quantité d’acide formique dans les yaourts YN et
YST est significativement remarquable (p<0,05) par rapport aux yaourts YSC et YSV d’ou le
maintien de ce composé dans ces deux yaourts en fin de stockage.
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Figure 46. Evolution et comparaison de la production de 1’acide formique au cours du

stockage des yaourts formulés

A) Evolution de la production de I’acide formique au cours du stockage pour chaque yaourt

B) Comparaison de la quantité de I’acide formique au contréle pour chaque yaourt au cours du stockage

YST : yaourt incorporé avec I'HE de T.willdenowii, YSC : yaourt incorporé avec I’HE de C. citratus

YSV : yaourt incorporé avec I’HE d’A. citriodora, YN : yaourt non incorporé

3.6.3. Production de ’acide acétique

Les quantités d’acide acétique présentes dans les différents yaourts, révélées par HPLC,

sont mentionnées dans le tableau 32 et illustrées dans la figure 47. Il est a remarquer la présence

de I’acide acétique au J1 du stockage pour les quatre types de yaourt, par la suite aucune trace

n’est décelée au J7 pour qu’il réapparaisse au J21 pour les yaourts YST et YSC et diminuer par

la suite au J28 pour le YST.
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Durant la fermentation du yaourt, I’activit¢ métabolique des bactéries starter sur le
lactose du lait conduit a la formation de plusieurs acides organiques (citrique, acétique,
oxalique, malique, fumarique, tartarique, succinique, butyrique, pyruvique, formique et
lactique) (Kang et al., 2019). Nos résultats indiquent la présence de I’acide acétique au début
du stockage produit par les bactéries lactiques du yaourt lors de leur fermentation, par la suite
cette quantité tend a diminuer jusqu’a disparaitre au J7 et puis réapparaitre a nouveau au J21.
Notre étude présente des résultats similaires a ceux de Joung et al. (2016), qui ont aussi observé
une diminution de la quantité de ’acide acétique au début du stockage pour qu’il puisse
apparaitre a la fin du stockage sous I’effet d’extraits d’herbes. Cela est expliqué par le fait que
les bactéries lactiques utilisent le lactose résiduel qui n’est pas métabolisé¢ lors de la
fermentation a 45°C lors de la fabrication du yaourt, et ce suivant la voie intermédiare du
Frutose-6- Phosphate (Zheng et al., 2022). Ce constat est valable pour les yaourts YST et YSC,
cela peut étre expliqué aussi par le fait que 1’acide acétique soit produit par la métabolisation
d’autres acides organiques produits par les bactéries lactiques tels que I’acide citrique et par

d’autres mécanismes plus compliqués.
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Figure 47. Evolution et comparaison de la production de 1’acide acétique au cours du

stockage des yaourts formulés

A) Evolution de la production de I’acide acétique au cours du stockage pour chaque yaourt
B) Comparaison de la quantité de 1’acide acétique au contréle pour chaque yaourt au cours du stockage

YST : yaourt incorporé avec I’HE de T.willdenowii, YSC : yaourt incorporé avec I’HE de C. citratus
YSV : yaourt incorporé avec I’HE d’A. citriodora, YN : yaourt non incorporé

3.6.4. Production de I’acide citrique

Les résultats obtenus de I’analyse par HPLC des quantités d’acide citrique présentes

dans les différents yaourts sont mentionnés dans le tableau 32 et illustrés dans la figure 48.
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Figure 48. Evolution et comparaison de la production de I’acide citrique au cours du stockage

des yaourts formulés
A Evolution de la production de I’acide formique au cours du stockage pour chaque yaourt
B ) Comparaison de la quantité de 1’acide formique au contrdle pour chaque yaourt au cours du
stockage

YST : yaourt incorporé avec I'HE de T.willdenowii, YSC : yaourt incorporé avec I’HE de C. citratus
YSV : yaourt incorporé avec I’HE d’A. citriodora, YN : yaourt non incorporé
Suivant les résultats, 1’évolution de I’acide citrique difféere d’un yaourt a un autre, en
effet, au J1 la plus grande quantité observée dans le YSC est significativement supeérieure a
celle du contréle YN (p<0,05). L’augmentation de la production d’acide citrique est
remarquablement observée pour le YSV qui passe de 0,160+001 a 0,384+0,005 pL/mL du J1
au J28. A la fin du stockage, la quantité d’acide citrique pour les yaourts YN et YST diminuent
considérablement par rapport aux deux autres yaourts YSC et YSV. En effet, la quantité de cet
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acide organique est significativement plus élevée dans le YSC et YSV par rapport au YN au
J28 (p<0,01 et 0,0001 respectivement). Ceci est probablement di au métabolisme des bactéries

lactiques du yaourt qui dégradent 1’acide pyruvique en acide citrique (Zheng et al., 2022).

3.6.5. Production de I’acétaldéhyde

Dans cette étude, seul I’acétaldéhyde a été suivi, et ce a cause de la non disponibilité des
autres standards aromatiques, les résultats sont mentionnés dans le tableau 32 et représentés

dans la figure 49.

Rappelons que l'acétaldéhyde est un composé organique qui se forme naturellement
dans les produits laitiers fermentés tels que le yaourt, le kéfir et le fromage. L'acétaldéhyde est
produit lors de la fermentation lactique qui se produit lors de la transformation du lactose, en
acide lactique par les bactéries lactiques présentes dans le yaourt du pyruvate, soit par action de
la pyruvate décarboxylase ou par action de la pyruvate déshydrogénase (appelée aussi pyruvate

formate lyase), soit de 1’acide aminé thréonine par 1’action de la thréonine aldolase.

D’apres les résultats, nous remarquons 1’absence de production d’acétaldéhyde au J1 et
J28 pour le YN, par contre au J7 et J21 les valeurs sont de 0,213+0,007 et 0,247+0,008 pL/mL
respectivement. Aussi nous constatons une augmentation de 1’acétaldéhyde au J1 au J21 dans
le YST avec sa disparition totale au J28. En revanche nous constatons une augmentation du J1
au J21 dans les yaourts YSC et YSV suivi d’une diminution de sa quantité au J28 pour ces

mémes yaourts.

Par ailleurs, la quantité¢ d’acétaldéhyde du YN au J7 est significativement plus €levée
(p<0,0001) que celles des YSC et YSV, néanmoins, cette différence significative reste observée
pour le YSC au J28. Les plus grandes valeurs d’acétaldéhyde sont remarquées dans le YSC. 11
semble que 1’addition de ’HE de citronnelle a un impact sur la production d’ardme représenté
dans notre étude par 1’acétaldéhyde. Ce constat est également rapporté par Otaibi et Al
dameerdash, (2008) qui ont essayé d’incorporer les HEs de thym, marjoram et sauge dans le
yaourt et dont les résultats obtenus exprimaient une augmentation des valeurs d’acétaldéhyde
durant les 7 premiers jours de stockage et par la suite une diminution a été observée jusqu’a la
fin de période de stockage. Nous pouvons conclure que nos résultats sont meilleurs vu que le

maximum de production dans nos produits a été observé au J21 pour tous les produits ce qui
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est trés avantageux car les yaourts gardent leur gout et arome procuré par 1’acétaldéhyde

pendant toute cette période.
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Figure 49. Evolution et comparaison de la production de I’acétaldéhyde au cours du stockage
des yaourts formulés

A) Evolution de la production de I’acétaldéhyde au cours du stockage pour chaque yaourt
B) Comparaison de la quantité de I’acétaldéhyde au contrdle pour chaque yaourt au cours du stockage

YST : yaourt incorporé avec I’'HE de T.willdenowii, YSC : yaourt incorporé avec I’HE de C. citratus
YSV : yaourt incorporé avec I’'HE d’A. citriodora, YN : yaourt non incorporé
Les cultures starters du yaourt sont principalement responsables de la production des
composés aromatiques qui contribuent a I'ardme du yaourt. Ces composes peuvent étre divisés
en trois catégories principales (Tamime et Robinson, 2007) :
-Acides non volatils (lactique, pyruvigue, oxaligue ou succinique).
- Acides volatils (formique, acétique, propionique ou butyrique).

- Composeés carbonylés (acétaldéhyde, acétone, acétoine ou diacétyle).
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Toutes les bactéries lactiques possedent un métabolisme fermentaire leur permettant, en
utilisant des sucres fermentescibles, de produire principalement de 1’acide lactique mais aussi
d’autres acides organiques (Raynaud, 2006). Plus de 90 substances volatiles différentes ont été
préalablement identifiées dans les yaourts, y compris glucides, alcools, aldéhydes, cétones,
acides, esters, lactones, composés soufrés, pyrazines, et dérivés furaniques (Cheng, 2010).
Quantitativement, 1’acétaldéhyde représente le composé volatil aromatique majeur retrouvé

dans le yaourt comme rapporté par certains auteurs (Guler et Gursoy-Balci, 2011).

3.7. Effet de I’incorporation des HEs sur la teneur totale en composés phénoliques dans

les yaourts.

Afin de déterminer I’impact de I’incorporation des HEs dans le yaourt sur la teneur totale
en composés phénoliques, nous avons évalué cette teneur en I’exprimant en g équivalent
Acide Gallique / mL de Yaourt (ug EAG/ mL de Yaourt). Les résultats obtenus sont regroupés
dans les tableaux 33 et 34.

Tableau 33. Teneur moyenne en composes phénoliques totaux des HES

HE T. willdenowii | C. citratus | A. citriodora
Teneur totale en composés
phénolique 405,67+13,08 | 173,31+3,23 | 203,02+5,94
(ng EAG/ mL d’huile essentielle)

Tableau 34. Teneur moyenne en composés phénoliques totaux des yaourts formulés

Yaourt YN YST YSC YSV
Jours de stockage pg Equivalent Acide Gallique/mL yaourt
J1 169,4946,40 121,26+7,96 237,53+14,77 156,16+6,61
J7 162,14+1,86 158,90+15,27 157,92+4,95 190,67+9,38
J21 179,39+13,41 252,92+3,01 100,37+12,40 201,84+3,69
J28 148,56+8,38 156,7445,77 128,61+4,78 161,75+0,167

La teneur totale en composes phenoliques des trois HEs est résumée dans la figure 50,
nous remarquons que I’HE de Thymus willdenowii contient la plus grande quantité de composés
phénoliques (405,67+13,08ug EAG/ mL d’HE) par rapport aux deux autres HEs, en effet,
certains auteurs ont rapporté la présence de composes phénoliques dans les HEs de thym, tel
que le thymol, le carvacrol, le caryophyllene (Mata et al., 2007 ; Zeghib et al., 2021 ; Moukhles
etal., 2022).
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Figure 50. Teneur moyennes en composés phénoliques totaux des HEs du thym, de la
verveine et de la citronnelle

L’analyse de la variance a permis de constater une différence significative (p<<0,05) pour

YN, p<0,0001 pour les yaourts YST, YSC et YSV entre les différents jours de stockage dans

presque tous les yaourts (figure 51).
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Figure 51. Teneurs moyennes en composes phénoliques totaux des yaourts formulés

YST : yaourt incorporé avec I'HE de T.willdenowii, YSC : yaourt incorporé avec I’HE de C. citratus
YSV : yaourt incorporé avec I’HE d’A. citriodora, YN : yaourt non incorporé
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Résultats et discussion

3. Yaourt incorporé d’huile essentielle

La figure 52 exprime la comparaison des teneurs en composés phénoligues entre les

yaourts incorporés d’HE et le contrdle. En effet, nous constatons qu’il n’y a aucune différence

significative (p<0,05) entre le yaourt contréle et le yaourt YST et ce au J7 et J28. Par contre la

teneur en composés phénoliques du yaourt YN est significativement plus élevée (p<0,05) que

celle du yaourt YST au J1, le contraire est observé au J21 ou le yaourt YST enregistre une

valeur de 252,92+3,01 significativement plus élevee que celle du contréle (p<0,0001).

Concernant le yaourt YSC la plus grande valeur est enregistrée au J1 (237,53+14,77 ug

Equivalent Acide Galliqgue/mL yaourt), tandis que pour les autres jours de stockage cette

quantité tend a diminuer. En revanche, le yaourt YSV enregistre une quantité plus élevée

significativement au J7 et J21 (p<0,001 et p<0,01 respectivement) mais sans différence
significative (p<0,05) au J1 et J28.

Le résultat obtenu avec le yaourt YSV exprime une quantité significativement plus

élevée de la teneur totale en composés phénoliques dans ce yaourt et ce au J7 (p<0,001) et au

J21 (p<0,01). Pour les jours J1 et J28, aucune différence significative n’est observée.
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Figure 52. Comparaison des teneurs en composes phénoliques totaux des yaourts formulés

La teneur totale élevee en composés phénoliques de I’HE de T. willdenowii est attribuée

probablement a la présence de carvacrol (5,56%), ce composé phénolique monoterpénique

présent dans les HEs de la famille des Lamiacées, doté de propriétés anti cancéreuse, anti

inflammatoire et antibactérienne, est utilisé en industrie pharmaceutique et agroalimentaire
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(Souza et al., 2022). La diminution des composés phénoliques dans tous les yaourts incorpores
d’HE au J28, c'est-a-dire a la fin de la période de stockage, peut étre expliquée par leur
métabolisation par les bactéries lactiques du yaourt en d’autres formes (Shori, 2020), la
fermentation peut avoir aussi plusieurs effets conduisant a la modification de différents niveaux
ainsi que la formation de monomeres ou polymeres, cela est rapporté par Adebo et Gabriela
Medina-Meza (2020).

En effet, des travaux antérieurs ont rapporté que la bactérie Bifidobacterium animalis
subsp. Lactis possédait I’équipement enzymatique pour hydrolyser des composés phénoliques
tels que I’acide chlorogénique en acide caféique (Fritsch et al., 2016). Des études plus
approfondies sont nécessaires afin de comprendre au mieux les réactions enzymatiques des

bactéries du yaourt L. bulgaricus et S. thermophilus.

3.8. Analyse sensorielle

L’analyse sensorielle des produits testés est la clé pour répondre aux attentes des
consommateurs. Elle complete parfaitement les mesures physico-chimiques couramment
utilisées pour identifier les caractéristiques intrinseques des produits. Elle permet aussi
d’évaluer les caractéristiques organoleptiques telles que I'apparence, I'odeur, la texture et le godt

du yaourt.

L’analyse sensorielle effectué au J7, a permis d’évaluer la qualité organoleptique des
différents produits préparés. La dégustation est effectuée dans de bonnes conditions et les
résultats de I’analyse sont schématisés dans la figure 53. En effet, les résultats rapportent que
le yaourt additionné de verveine est le plus appréci€ par les dégustateurs puisqu’il a obtenu le
plus grand score global, suivi par les deux yaourts nature et a I’HE de citronnelle ayant obtenus
des scores similaires, par contre le yaourt a I’HE du thym a enregistré le score le plus bas et est

le moins appreécié.

Il y a eu un intérét croissant ces dernieres années sur I’amélioration des qualités
organoleptiques des produits laitiers entre autres le yaourt, par I’addition de fruits, d’extraits de
plantes ou d’huiles essentielles, citons 1’é¢tude de Arslan et Bayrakg¢i (2016) qui a conclu que
I’addition de la marmelade du fruit du kaki influencait 1’odeur, le gout, la couleur, la texture et
I’acceptabilité générale. D’autres études se sont focalisées sur 1’effet de I’addition de I’HE sous

forme d’émulsion de Citronnelle, de clou de girofle, de carvi et de menthe au yaourt arrivant a
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la conclusion que chaque HE influencait de maniere particuliére sur les parameétres sensoriels
des yaourts comme la texture, I’apparence et I’odeur, aprés quinze jours de stockage a froid,

seul le yaourt additionné de ’HE de Citronnelle a gardé la mention hautement préférée.

Figure 53. Analyse sensorielle des yaourts formulés
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Conclusion et perspectives

L'innovation d’un produit alimentaire repose dans la majorité des cas sur la modification
des formulations. L’ ajout d’additifs et d’auxiliaires technologiques est un passage quasiment
obligé pour optimiser ces formulations. Les efforts d’innovation de I’industrie alimentaire
doivent garantir la qualité sanitaire, améliorer I’impact positif sur la santé et minimiser les couts
de fabrication tout en répondant a I’attente des consommateurs pour des produits de bonne
qualité gustative, bons marchés et faciles a conserver. C’est dans cet optique que s’inscrit cette
¢tude, ayant pour principal objectif la formulation de yaourts étuvés incorporés d’huiles
essentielles extraites de trois plantes aromatiques et medicinales : Thymus willdenowii, Aloysia
citriodora et Cymbopogon citratus appelées plus communément le thym, la verveine et la

citronnelle.

La partie pratique de cette étude est initiée par une enquéte en ligne sur I’utilisation de ces
trois plantes. L’objectif est de collecter le maximum d’informations sur I’utilisation de ces
plantes aupres d’un échantillon de la population locale. Les principaux constats révélés sont :

- Une tres bonne connaissance du thym et de la verveine par les informateurs en se basant sur
leur morphologie et arome ;
- Une méconnaissance de la citronnelle et de ce fait, elle est tres peu utilisée ;

- Les huiles essentielles ne sont pas vraiment utilisées dans leurs préparations culinaires.

La composition de I’huile essentielle peut présenter des spécificités biochimiques tres
différentes sous l’influence de facteurs extérieurs. Un changement important de son profil
chimique permet d’anticiper les variations de son activité. Dans cette optique, les trois huiles
essentielles ont été analysées par CG/SM. Les principaux résultats révélent une richesse de la
citronnelle et de verveine en citral avec ses deux isomeres E-citral et Z-citral et une richesse du
thym en linalool. Ces composés bioactifs sont réputés pour leurs propriétés antioxydantes et

leurs bienfaits pour la santé.

En ce qui concerne les activités biologiques, les principaux resultats enregistres

dévoilent :

- Une activité antiradicalaire supérieure de 1’huile essentielle du thym par comparaison a celle
de la verveine et de la citronnelle, en termes d'inhibition du radical ABTS, due probablement a
sa teneur importante en composés phénoliques et une efficacité dans I'inhibition de certaines

bactéries pathogenes :

152



Conclusion et perspectives

- Une activité inhibitrice intéressante de 1'enzyme butyrylcholinestérase de 1’huile essentielle

de verveine ;

- Une activité inhibitrice intéressante de I'enzyme butyrylcholinestérase et une activité
antifongique intéressante mais une activité inhibitrice significative contre les bactéries lactiques

du yaourt de I'nuile essentielle de citronnelle :

- Un faible potentiel inhibiteur des enzymes a-amylase, uréase des huiles essentielles des trois

especes.

L'incorporation des huiles essentielles a permis d'améliorer le potentiel antioxydant des
yaourts incorporés indiquant un effet synergide avec les bactéries lactiques, d’augmenter la
production d'acide lactique et d'acide citrique, ainsi que de I'ardme acétaldéhyde, contribuant
ainsi a la qualité organoleptique des yaourts formulés. Les trois yaourts formulés sont de bonne
qualité hygiénique et une teneur totale en composés phénoliques remarquable, apportée par les
huiles essentielles. Le yaourt additionné d’huile essentielle d’A.citriodora est le plus apprécié
par le panel de dégustateurs. Il est a signaler que I’huile essentielle de C. citratus, a éte introduite
pour la premiere fois, dans une matrice alimentaire. Selon I’enquéte menée, elle n’est pas

vraiment connue, ni utilisée en Algérie.

En somme, cette these a apporté de nouvelles connaissances sur les huiles essentielles
de thym, de verveine et de citronnelle, relatives a leur composition chimique, leurs activités
biologiques et leur impact sur la qualité fonctionnelle du yaourt. Ces résultats offrent des
perspectives intéressantes pour l'industrie alimentaire. Des études supplémentaires sur les
mécanismes d'action des huiles essentielles et la mesure de leur effet sur I’expression de certains
génes des bactéries lactiques L.bulgaricus et S.thermophilus permettent d’explorer davantage
leur potentiel dans diverses applications. Il serait souhaitable d’établir également la relation
entre les composés majoritaires des huiles essentielles et les enzymes étudiées par docking
moléculaire, évaluer 1’effet des huiles essentielles sur le potentiel probiotique des bacteries
lactiques fermentées en présence de ces huiles essentielles. Par ailleurs, les parametres
rhéologiques des yaourts formulés devraient étre suivis avec des investigations approfondies,
en essayant de diminuer la quantité des bactéries starter du yaourt de départ ce qui représente
un atout sur le plan économique vu que ces huiles essentielles ont montre un effet stimulant de

la croissance de ces bactéries jusqu’a la fin de la période de stockage.
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Annexes

Annexe 1. La répartition géographique des ZIP (Sahi, 2016).

Annexe 2.a : Extraction des huiles essentielles par entrainement a la vapeur d’eau et

hydrodiffusion
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Annexe 2.b : Dispositif du cleven=ger

Annexe 2.c : Extraction par expression a froid

https://www.pranarom.be/fr/content/15-la-distillation-des-huiles-essentielles
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Annexe 2.d : Extraction sans solvant assistée par micro-ondes (SFME) (Farhat, 2010)
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Annexe 3.a : Schéma de condensation du motif isoprénique
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Annexe 3.b : Quelques exemples des monoterpenes
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Annexe 3.c : Quelques exemples de sesquiterpenes

Annexe 4 : Représentation schématique des principaux composants des instruments GC-MS
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Annexe 5 : Diagramme de fabrication du yaourt
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Annexe 6 :Dendrogramme reflétant des relations phylogénétiques de 1’ordre
“Lactobacillales” (Belkheir, 2017)
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Annexe 7 : Formulaire de I’enquéte

Enquéte sur les plantes médicinales en Algérie

Enquéte sur 'usage alimentaire de trois plantes aromatiques (le thym, la verveine et la
citronnelle)

Connectez-vous a Google pour enregistrer votre progression. En savoir plus

* Indique une question obligatoire
Adresse e-mail*

Votre adresse e-mail
Informations personnelles
Homme

Femme

Age

20-30

31-40

41-50

51-60

> 60

Résidence ( wilaya et commune)

—

Votre réponse
Niveau d’instruction
illettré

primaire

moyen

secondaire
universitaire

Renseignements sur les plantes aromatiques a usage alimentaire. est ce que vous
connaissez les plantes aromatiques

oui

Non

est ce que vous connaissez le THYM
oui

Non


https://accounts.google.com/Login?continue=https%3A%2F%2Fdocs.google.com%2Fforms%2Fd%2Fe%2F1FAIpQLScWr0gcENuWAChlKD7IvO8BX0KmDMAUsipBJA-lNTTwmCBN_w%2Fviewform%3Ffbzx%3D-873154268624462421

Annexes

Si oui est ce qu'il y a d'autres appellations dans votre région ?

il
s o

Si oui, comment connaissez-vous le thym par?

Votre réponse

sa morphologie

son arome

Saison de sa collecte

Lieu de sa collecte

autres

Par quels moyens, obtenez-vous cette plante ?
Achetée auprés d'un herboriste

Achetée dans les marchés populaires (Elsouk)
Achetée dans les superettes

autres

Est-ce que vous 'utilisez dans le domaine alimentaire ou dans la préparation de boisson
”

ouli

non

Si oui, a quelles fins ?
aromatisation

conservation

texturation

effet santé

autres

Quelles sont les parties utilisées ?
Racine

tige

feuilles

fleurs

Comment avez-vous appris 'utilisation de cette plante dans le domaine alimentaire
par tradition

découverte au hasard

conseillée par un herboriste



Annexes

Autres

Est-ce qu’il y’a des exemples d’aliments ou boissons ou vous incorporez la partie
végétative du thym?
Votre réponse

[ | i

Est-ce qu’il y’a d’exemples d’aliment ou boisson ou vous incorporez les huiles
essentielles du thym ?

=]
[ | ]

La Verveine. Est-ce que vous connaissez la verveine?

Votre réponse

oui
Non

si oui, est ce qu'il y a d'autres appellations dans votre région ?

il

=]
[ | ]

comment connaissez-vous la verveine par?

Votre réponse

sa morphologie

son arome

Saison de sa collecte

Lieu de sa collecte

autres

Par quels moyens, obtenez-vous cette plante ?
Achetée aupres d’un herboriste

Achetée dans les marchés populaires ( Elsouk)
Achetée dans les superettes

Autres

Par quels moyens, obtenez-vous cette plante ?

Achetée auprés d'un herboriste



Annexes

Achetée dans les marchés populaires ( Elsouk)
Achetée dans les superettes
Autres

Est-ce que vous l'utilisez dans le domaine alimentaire ou dans la préparation de boisson
”

oui

non

Si oui, a quelles fins ?
Aromatisation
Conservation
Texturation

Effet santé

Autres

Quelles sont les parties utilisées ?
Racine

tige

feuilles

fleurs

Autres

Quelles sont les parties utilisées ?
Comment avez-vous appris l'utilisation de cette plante dans le domaine alimentaire

par tradition

découverte au hasard
conseillée par un herboriste
Autres

Est-ce qu’il y’a d’exemples d’aliment ou boisson ou vous incorporez les huiles
essentielles du VERVEINE ?

Votre réponse

=]
[ | i

La citronnelle. Est-ce que vous connaissez la plante CITRONNELLE?

oui
Non

si oui, est ce qu'il y a d'autres appellations dans votre région ?
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Votre réponse

il

=]
[ | i

comment connaissez-vous la citronnelle ? par?

sa morphologie

son arome

Saison de sa collecte

Lieu de sa collecte

autres

Par quels moyens, obtenez-vous cette plante ?
Achetée auprés d’un herboriste

Achetée dans les marchés populaires ( Elsouk)
Achetée dans les superettes

Autres

Est-ce que vous l'utilisez dans le domaine alimentaire ou dans la préparation de boisson
”

oui

non

Si oui, a quelles fins ?
Aromatisation

Conservation

Texturation

Effet santé

Autres

Quelles sont les parties utilisées ?
Racine

tige

feuilles

fleurs

Autres

Comment avez-vous appris 'utilisation de cette plante dans le domaine alimentaire
par tradition

découverte au hasard

conseillée par un herboriste
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Autres

Est-ce qu’il y’a des exemples d’aliments ou boissons ou vous utilisez les huiles
essentielles de la citronnelle?

Votre réponse

X1 -

Effacer le formulaire
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Annexe 8. Ferments lactiques (Lactobacillus bulgaricus et Streptococcus thermophilus)
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Annexe 9. Protocole de ’activité antibactérienne des HEs

Préparation des boite de Pétri coulées avec

gélose MH

Préparation des suspensions bactériennes

Standardisation des suspensions
bactériennes a 10%bactéries /mL

Ensemencement par écouvillonnage
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Dépot des disques de papier Watthman Incubation a 37°C pendant 18h a 24h

Annexe 10. Protocole de ’activité antifongique

Préparation du milieu PDA Préparation des dilutions d’huiles
essentielles
Incorporation des dilutions dans 100mL de Préparations des disques de champignon

PDA
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Disques du champignon Dépdt du disque au centre de la gélose
Témoin DMSO Témoin négatif (gélose dans huile
essentielle)
Quatre répétitions pour chaque dilution Incubation a 30°C a I’étuve pendant 7 jours

Mesure du diamétre d’inhibition et calcule du pourcentage d’inhibition
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Annexe 11. Larves d’Artemia salina utilisées pour le test de cytotoxicité
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Annexe 12.a : Courbe d’étalonnage Trolox pour test ABTS yaourt

0,8 -
y=0,076x+ 0,36
0,7 -
0,6 -

0.5 ~

0.4 -
0.3 -

0,2 -

Annexe 12.b : Courbe d’étalonnage Trolox pour test CUPRAC yaourt

1.8 -
1.6 | y=0.009x -9
2= 0,990
1.4 ' &
12 A i
1 4
0.8 -
0.6 1 o ..
0.4 - :

0.2

0 "--‘ T T T T T T T 1
0 25 50 75 100 125 150 175 200

Concentration pg/ml

Annexe 12.c : Courbe d’étalonnage Trolox pour test ORAC yaourt

70

- y =0,0947x +41,9.

0| g
40
30
20

10
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Annexe 12.d : Courbe d’étalonnage Acide gallique pour le test de Composés phénoliques

0,90 -

0,80 | y =0,003x + 0,104
R2= 0,997

0,70 -
0,60 -
0,50 -
0,40 -
0,30 -

0,20 -
0,10 -

0,00 T T T T 1
0 50 100 150 200 250
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Annexe 13. Dispositif de ’'HPLC
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Annexe 14 : Dispositif de I’analyse sensorielle

N : yaourt non incorporeé

T : yaourt incorporé de I’HE de T.willdenowii
C : yaourt incorporé de I’HE de C. citratus

V : yaourt incorporé de I’HE de A. citriodora
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Annexe 15.a. Structure chimique des composés de I’HE de thym

Compose chimique Formule chimique

Linalool L

Endo-Borneol

a-terpineol

Lynalyl acetate

Carvacrol

Caryophyllene
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Annexe 15.a. Structure chimique des composés de I’HE de citronnelle

Compose chimique Formule chimique

Cis epoxyocimene

Verbenol

Terpineol

Nerol

E-citral (géranial)

Z-citral (néral)

Geranylacetate

Tridecanone
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Annexe 15.c. Structure chimique des composeés de I’HE de la verveine

Compose chimique Formule chimique

2,2 Dimethylocta 3,4 dienal

Geraniol

Nerolacetate

Curcumene

Bicyclogermacrene

Zingiberene

Nerolidol

Spathulenol

T-Cadinol
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Annexe 16 : Spectres des acides organiques et arome des yaourts non incorporés d’HE
(revélés par HPLC)

B Acide formique, M Acide lactique, - Acide acétique, B Acide citrique

YN

J1

YN

J7

YN

J21

YN

J28
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Annexe 17 : Spectres des acides organiques et arome des yaourts incorporés de I’HE de thym
(révélés par HPLC)

B Acide formique, B Acide lactique, [ Acide acétique, B Acide citrique

YST

J1

YST

J7

YST

J21

YST

J28
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Annexe 18 : Spectres des acides organiques et arome des yaourts incorporés de I’HE de

verveine (révélés par HPLC)

B Acide formique, B Acide lactique, [ Acide acétique, B Acide citrique

YSV

J1

YSV

J7

YSV

J21

YSV

J28
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Annexe 19 : Spectres des acides organiques et arome des yaourts incorporés de I’HE de

citronnelle (revélées par HPLC)

B Acide formique, B Acide lactique, - Acide acétique, B Acide citrique

YSC

J1

YSC

J7

YSC

J21

YSC

J28
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Annexe 20. Spectres de ’acétaldéhyde des yaourts non incorporés d’HE

B Acide formique, M Acide lactique, - Acide acétique, B Acide citrique

YN
ND

J1

YN

J7

YN

J21

YN ND

J28

ND : non détecté
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Annexe 21. Spectre de 1’acétaldéhyde des yaourts incorporés d’HE de T. willdenowii

YST

J1

YST

J7

YST

J21

YST ND

J28

ND : non détecté
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Annexe 22. Spectre de 1’acétaldéhyde des yaourts incorporés d’HE de C. citratus

YSC

J1

YSC

J7

YSC

J21

YSC

J28
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Annexe 23. Spectre de I’acétaldéhyde des yaourts incorporés d’HE d’A. citriodora

YSV

J1

YSV

J7

YSV

J21

YSV

J28




Abstract

The characterization of three essential oils (EOs) of aromatic and medicinal plants : thyme (T.
willdenowii), verbena (A. citriodora) and lemongrass (C. citratus) and their incorporation into
yogurt were the subject of this study. A survey of Internet users via Google Forms revealed that
a high percentage did not use EOs in cooking or drinking. Analysis of the chemical composition
by GC/MS revealed citral with its two isomers E-citral (38.6%) and Z-citral (29.89%) for
citronella, and E-citral (34.43 %) and Z-citral (27.85%) for verbena and linalool (89.55%) for
thyme. The essential oil extraction yields are 1.23+0.23%, 0.83£0.35% and 0.83%£0.27%
respectively for lemongrass, thyme and verbena. Thyme has a higher antiradical activity than
verbena and lemongrass as well as the highest content of phenolic compounds (405.67+£13.08
Mg GAE/mL of yogurt). A strong inhibition of pathogenic bacteria such as B. cereus, S.
enteritidis, P. aeruginosa and E. coli is obtained with thyme EO. Lemongrass EO has proven
to be the most inhibitory of lactic acid bacteria in yoghurt: L. bulgaricus and S. thermophilus.
The antioxidant and antibacterial activities of verbena EO were weak. However, it showed an
interesting inhibitory activity of the butyrylcholinesterase enzyme, just after lemongrass EO.
The inhibitory activity of the a-amylase, urease and tyrosinase enzymes was weak for the EOs
studied. The evaluation of the cytotoxic effect of EOs on Artemia salina larvae did not show
any cytotoxicity. The incorporation of essential oils into yogurt at a dose of 25 puL/L maintained
satisfactory microbiological quality of the products. The physico-chemical analysis of the
different yogurts revealed a decrease in pH throughout the cold storage period. However, the
pH values, significantly are elevated in yogurts incorporated essential oils of lemongrass and
verbena. The incorporation of essential oils of lemongrass and thyme significantly increased
the antioxidant potential of these yogurts on the seventh day of storage evaluated by the
CUPRALC test, as well as on the 21st day of storage for the yogurt incorporating the essential
oils of thyme evaluated by the test ORAC. The antioxidant potential of lactic acid bacteria
increased after their fermentation with the different EOs studied. HPLC analysis of the organic
acids and aromas produced revealed an increase in the production of lactic and citric acid at the
end of cold storage for yogurts containing verbena and lemongrass essential oils. The three HES
also stimulated the production of the acetaldehyde aroma from the first day of storage. The
evaluation of the phenolic compounds content of the formulated yogurts revealed an increase
of these compounds in the lemongrass EO yogurt on the first day and in the thyme yogurt on
the seventh day of storage. The yogurt incorporated with verbena EO was the most appreciated
by the panel of tasters, followed by the yogurt incorporating lemongrass and thyme EO.

Keywords: aromatic and medicinal plants, essential oils, antioxidant activity, antibacterial,

antifungal, yogurt, organic acids, lactic acid bacteria.



gadlall

s A. Citriodora «T. willdenowii :&sdall 5 43 yasdl L) (e Al Cigy ) D Caa g A 2l 038 & gun 50
e A Google Forms e < i) GAM dilativl 4wl jd CaiS (g3l 3l & lealedl s C. citratus
GC/MS@\}\@M\ uﬁﬂ‘d&)@k‘wuh})@\ j\‘s@_ial\‘samh‘ﬁ\ g g geatiny Gl e
E- 5<«C. citratus— =¥l <yl 8 (729.89) Z-citral 5 (%38.6) E-citral 4xSlas ae J jindl S 50 22l 5
=1 3 3 (7/89.55) sl s A, Citriodora e <y 3l b (727.85) Z-citral 5(%34.43) citral
7027 £0.83 57 0.83 £0.35 /. 123+ 0.23 s (ghall <3l (adaiul 350 50 OIS, T willdenowii -
Ll AT, willdenowii ¢ sis» |A. Citriodoras T. Willdenowii sC. citratus ¢» J<0 daaly gl e
Al Sl e ssine el ) dlaYL C. Citratuss  A. Citriodora e el ysaall slias
¢ R bl e Jgasdl a3 (Do / GAE) @bl (o yillally el aeal (8Sa ol 2 5 Sae 405.67+13.08)
T. J bl 3l alasinl E, coli 5 P. aeruginosa s S. enteritidis s B. cereus Jie A jaall by yisill
L. bulgarlcus SISO (e Ly 53 Uy ST asl C. citratusd (esbeY! < 3l <l s 3 Willdenowii
e dima A, C|tr|odor3_/uul.u3]\ L Kl galiadl) 5 30U saliadl) ddaial) il S, thermoph”u F
Llaall IS 5 dlw citratus C. < 2= <butyrylcholinesterase a2 Y alaia™ | 5 Unie Ul yglaf s el
Al apds jeday ol A s aall Apul) gy 3 Al e tyrosinase s urease s a-amylase Cilay 53 apil
Tl g 3l o sl AslA A Lﬁi Artemia salina <G e jaiall iy jaell g 3l Al LN AL
o) elal LS clatiall A sall Aim ol g s Saall 33520 e aliall ) 3l /il Sae 25 de as g3l G
Uaisal) el Gl cclld pa g 2l oy 3331 3 58 J) sk pH J) 8 Walaas) dabiadl gl 31 o) 68 Alasll 5 AL 5l
A. Citriodoras C. Citratus ¢ JS asubul) &g il 7 5 jaal) (sabi 3l & da sale JS50 Gl yo cilS

13¢d 32u8Y) Cilalias UKL 2 BomS 33b ) < T. Willdenowii s A. Citriodora J Ll Cg 3 C_Aq sl
G AT G pdall 5 (galall o ) 8 Al s CUPRAC i) das) g 4 o3 (21 jA30 (e aaall o gall (A (53030
3,08 Gl ) ORAC _liia) ddau s L a3 1 T, willdenowiid dasba) sy 3l e s sisg qﬂ\ @bl
Sl Cati€ LS Ll 50 a3 L) gy 311 Calite e s el 2y LA imes Ly 50 520850 53l
Ulg i) Gaes s iSO Gaes 7l 83345 oo dadiall 4y ylaall LS jall 5 4 ganll palaadd HPLC
Laula¥) g 3l & 3ia WS «C, Ciitratus s A. Citriodora J dslad <igy e (o sl saly 50 35Uy 53l
ol A A gl LS jall (5 sine ani jelal | 3330 J 6¥) o sl (e dgaallinnDU (5 shandl (S jall L) Wiagf 530
el sl & T, willdenowii ol 85 Is¥l asil & C. Citratus @b o8 S sall a2 8334 ) auadll
aly (o il Aiad U8 e 15008 Y 4 AL Citriodorad st <u il as gasal) g3l G o5 (e
T. willdenowiid bl a3l g zedall gali 31 &5 C. Citratus J st < 3l e geall ool 31

Aliae b Sall sliaa 3auSOU abzaal) Jabsal) cdanlud) & g 30 cdpdall g 4 jlaal) culilal) + A ) clalSl)
4 gazmnll (aleal1 cgaly ey yladll



Résumé

La caractérisation de trois huiles essentielles (HES) de plantes aromatiques et medicinales : le thym
(T. willdenowii), la verveine (A. citriodora) et la citronnelle (C. citratus) et leur incorporation dans
le Yaourt ont fait objet de cette étude. Une enquéte réalisée aupreés d'internautes via Google Forms a
permis de déduire qu’un pourcentage élevé n'utilisaient pas les HEs dans la cuisine ou les boissons.
L'analyse de la composition chimique par GC/MS a révéle le citral avec ses deux isoméres E-citral
(38,6%) et Z-citral (29,89%) pour la citronnelle, et E-citral (34,43%) et Z-citral (27,85%) pour la
verveine et le linalool (89,55%) pour le thym. Les rendements d'extraction des huiles essentielles
sont de 1,23+0,23%, 0,83+0,35% et 0,83+0,27% respectivement pour la citronnelle, le thym et la
verveine. Le thym possede une activité antiradicalaire supérieure a celle de la verveine et de la
citronnelle ainsi que la plus grande teneur en composés phénoliques (405,67+13,08 ug GAE/mL de
yaourt). Une forte inhibition des bactéries pathogénes telles que B. cereus, S. enteritidis, P.
aeruginosa et E. coli est obtenue avec I’HE de thym. L'HE de citronnelle s'est révélée la plus
inhibitrice des bactéries lactiques du yaourt: L. bulgaricus et S. thermophilus. Les activités
antioxydantes et antibactériennes de I’HE de verveine étaient faibles. Cependant, elle a montré une
activité inhibitrice intéressante de I'enzyme butyrylcholinestérase, juste aprés I'HE de citronnelle.
L'activité inhibitrice des enzymes a-amylase, uréase et tyrosinase était faible pour les HEs étudiées.
L'évaluation de I'effet cytotoxique des HEs sur les larves d'Artémia salina n’a pas montré de
cytotoxicité. L'incorporation des huiles essentielles dans le yaourt a une dose de 25 uL/L a maintenu
une qualité microbiologique satisfaisante des produits. L'analyse physico-chimique des différents
yaourts a révélé une diminution du pH tout au long de la période de stockage au froid. Cependant,
les valeurs du pH sont significativement élevées dans les yaourts incorporés des HEs de la
citronnelle et de la verveine. L'incorporation des HEs de citronnelle et thym a significativement
augmenté le potentiel antioxydant de ces yaourts au septieme jour de stockage évalué par le test
CUPRAC, ainsi qu'au 21éme jour de stockage pour le yaourt incorporant I'HE de thym évalué par
le test ORAC. Le potentiel antioxydant des bactéries lactiques augmentait apres leur fermentation
avec les différentes HEs étudiées. L'analyse par HPLC des acides organiques et des aromes produits
a révélé une augmentation de la production d'acide lactique et citrique a la fin du stockage au froid
pour les yaourts aux HEs de verveine et de citronnelle. Les trois HEs ont également stimulé la
production de lI'ardme acétaldéhyde dés le premier jour de stockage. L'évaluation de la teneur en
composés phénoliques des yaourts formulés a révélé une augmentation de ces composés dans le
yaourt a I’HE de citronnelle au premier jour et dans le yaourt au thym au septieme jour de stockage.
Le yaourt incorporé d'HE de verveine a été le plus apprécié par le panel de dégustateurs, suivi du
yaourt incorporant I’HE de citronnelle et de thym.

Mots clés: plantes aromatiques et meédicinales, huiles essentielles, activiteé antioxydante,
antibactérienne, antifongique, yaourt, acides organiques, bactéries lactiques.





