République Algérienne Démocratique et populaire
Ministére de I'Enseignements Supérieur et de la Recherche Scientifique

Université Blida 1

Faculté des Sciences de La Nature et de la vie
Départements Agroalimentaire
Mémoire de fin d'étude en vue de I'obtention du Dipléme de Master Il en
Spécialite : Nutrition diététique humaine

Théme

Etude de la qualite et la stabilité de la mayonnaise additionnéee
d'extraits de Thymus vulgaris L. récoltée dans la région Ain-Defla

Présentée par :
Mlle :Echchibani Assia Mlle: Boukabous Louiza
Le 16/07/2023

Devant le Jury:

Présidente Pr Doumanji A. Professeur Université de Blida 1
Examinatrice Dr Zatra Z . MCB Université de Blida 1
Promotrice Dr Benmansour N. MCA Université de Blida 1
)
Promotion :

2022/2023




pemerciemengg

Nous tenons tout d’abord a remercier Allah le tout puissant et miséricordieux,

qui nous a donné la force et la patience d’accomplir ce modeste travail.

Nos remerciements vont aussi a notre promotrice Mme BENMANSOUR N,
pour avoir accepté de nous encadrer et de nous diriger, et pour nous avoir permis
de bénéficier de ses conseils éclairés tout au long du développement de notre

travail.

Nous profonds remerciements s'adressent aussi 8 Mme DOUMAJJI A, pour
I'honneur qu'elle nous a fait de présider ce jury et nous somme tres honorés de sa

presence dans ce jury .

Nous adressons aussi non plus vifs remerciements a Mme ZATRA Z, d'avoir

accepter d'examiner notre travail et de participer a [’évaluation de notre travail.

Nous remercions tout particulierement MR TAFAHI DJAMAL chef service
de laboratoire d'hygiéne Blida qui nos a accepter et aider pour réaliser notre

travail .

Enfin, nos remerciements les plus sincéres sont adressés a tous ceux qui ont

contribué de pres ou de loin a la concrétisation de ce travail notamment.



v a -
™
Dedicaces

Je dédie ce modeste travail

A mes parents,

Je tiens a exprimer mes sentiments de gratitude envers mes parents qui m'ont
toujours aidé et supporter.

A mon frere : Younes

A mes seeurs . Yasmine et Aldjia.

A toutes les personnes que je connaisse et que je n’ai pas citées.
A tous ceux qui ont veillé a mon instruction

A tous ceux que j'aime et qui m aiment

Louiza




“.

Je dédie ce modeste travail

BN
> p

.-"\
5

Dédicaces

a mon paradis qui ont cherche et éprouve de la doleur pour profiter du confort qui na rien

épargne pour me pousser sur la route du succes...... Merci maman

A celui qui a été toujours la source d'inspiration et de courage , Je lui serai éternellement

reconnaissante. ............... Merci PERE

A ma tres cheére sceur : Mariem et ses enfants Abde-raouf et Nourhane

A mes tres chers freres : Abde -nour et Mahfoud

A Mon fiance : karim qui était a mes cOtés et a soutenu mes pas vers le succes

A mes deux meilleurs copines: safaa et imane qui m ’ont soutenu dans les moments de doute et

d’incertitude et qui ont voulu me voir réussir .

-

A mes chéeres collegues de ma promotion: zineb , chaima, ikrame , khaoula.

Enfin'a tous ceux que j’aime et tous ceux qui ont

une place particuliere dans mon ceeur.

ASSIA




Résumé

Le but de ce travail est d'examiner les effets de I'ajout d'huile essentielle (HE) de Thymus
vulgaris L. récoltée dans la région d’Ain Defla sur la qualité organoleptique, physicochimique et
microbiologique de la mayonnaise préparée a I'échelle du laboratoire de microbiologie de la faculté
SNV. Nous avons effectué I'analyse physicochimique et microbiologique de I'HE, et nous avons
également évalué son activité antimicrobienne en utilisant les méthodes antibiose et CMI.
Ensuite, nous avons préparé la mayonnaise avec différentes quantités d'huile essentielle ou de
poudre et nous I'avons stockée pendant un mois a 25 °C.  Aprés 15 jours et 30 jours, nous avons
déterminé les analyses physicochimiques, microbiologiques et sensorielles de nos échantillons.

Les normes établies par JORA N° 39/2017 s'appliquent aux tests physicochimiques et
microbiologiques des poudres et des huiles essentielles.

Les huiles essentielles de Thymus vulgaris L. (100 % et 50 %) récoltée dans la région d'Ain
Defla ont un pouvoir bactéricide supérieur. Les bactéries inhibées sont S. aureus (Gram+) et les
bactéries gram-positives (E. coli, Salmonella, Pseudomonas aeruginosa) avec des diamétres
d'inhibition oscillant de 27 mm a 55 mm. De plus, elles se révélent avoir un pouvoir fongicide plus
élevé par rapport aux bactéries car elles inhibent a la fois [’Aspergillus niger et la Candida albicans
avec des diamétres d'inhibition respectives 63,03 £0,15 mm et 70,03 £0,15 mm.

L'activité antimicrobienne des poudres de Thymus vulgaris L. est quasiment nulle vis a vis de
toutes les souches microbiennes.

Les résultats des analyses sensorielles des échantillons de mayonnaise préparés avec des
doses différentes d'huile essentielle ou de poudre montrent clairement que l'ajout d'HE ou de
poudre de Thymus vulgaris a modifié les caractéristiques organoleptiques du produit fini..

Le p H des différentes mayonnaises préparées a diminuer pour atteindre 3,4 a 3,8 aprées 30
jours de stockage. Nos échantillons de mayonnaise ont tous une teneur en sel de 6,4 % a 7,4 %. Les
valeurs d'humidité des mayonnaises préparées a différentes doses sont inférieures aux valeurs de
I'ISO 6754 : 1996, alors que les valeurs de la mayonnaise commercialisée ne sont pas conformes a
la norme ISO. Les valeurs de la matiére grasse enregistrées de la mayonnaise commerciale sont
plus élevées que celles de la mayonnaise préparée.

Les résultats d'analyse obtenus montrent qu'aprés 15 jours et 30 jours de stockage a 25°C, les
échantillons de mayonnaise n'ont pas été contaminés par 1’Escherichia coli, les Salmonella, les
Staphylococcus aureus, les Staphylococcus coagulase + , les germes aérobies et les levures.

En raison de ses effets bénéfiques sur la santé du consommateur, en tant qu'antioxydant
naturel (présence de flavonoides) et en tant que prolongateur de la durée de vie de I'émulsion (date
limite de consommation), on suggére I'utilisation de I’HE et de poudre de thymus vulgaris L dans la
mayonnaise.

Mots clés : Thymus vulgaris L , poudre ,huile essentielle , les microorganismes

ATCC ,antibiose , CMI , Mayonnaise. Analyse microbiologique et physicochimiques.



Abstract

The aim of this work is to examine the effects of the addition of essential oil (EO) of
Thymus wvulgaris L. harvested in the region of Ain Defla on the organoleptic,
physicochemical and microbiological quality of mayonnaise prepared with scale of the
microbiology laboratory of the SNV faculty. We carried out the physicochemical and
microbiological analysis of HE, and we also evaluated its antimicrobial activity using the
antibiosis and CMI methods. Then we prepared the mayonnaise with different amounts of
essential oil or powder and stored it for a month at 25°C. After 15 days and 30 days, we
determined the physicochemical, microbiological and sensory analyzes of our samples.The
standards established by JORA N° 39/2017 apply to the physicochemical and
microbiological tests of powders and essential oils.

The essential oils of Thymus vulgaris L. (100% and 50%) harvested in the region of
Ain Defla have a superior bactericidal power. The bacteria inhibited are S. aureus (Gram+)
and gram-positive bacteria (E. coli, Salmonella, Pseudomonas aeruginosa) with inhibition
diameters ranging from 27 mm to 55 mm. higher fungicide compared to bacteria because
they inhibit both Aspergillus niger and Candida albicans with respective inhibition
diameters of 63.03 £0.15 mm and 70.03 £0.15 mm.

The antimicrobial activity of Thymus vulgaris L. powders is almost zero against all
microbial strains.

The results of the sensory analyzes of the mayonnaise samples prepared with
different doses of essential oil or powder clearly show that the addition of EO or Thymus
vulgaris powder modified the organoleptic characteristics of the finished product.

The pH of the various prepared mayonnaises decreased to reach 3.4 to 3.8 after 30
days of storage. Our mayonnaise samples all have a salt content of 6.4% to 7.4%. The
moisture values of mayonnaises prepared at different doses are lower than the values of
ISO 6754: 1996, while the values of marketed mayonnaise do not comply with the ISO
standard. The recorded fat values of commercial mayonnaise are higher than those of
prepared mayonnaise.

The analysis results obtained show that after 15 days and 30 days of storage at 25°C,
the mayonnaise samples were not contaminated by Escherichia coli, Salmonella,

Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulase +, aerobic germs and yeasts.

Keywords: Thymus wvulgaris L, powder, essential oil, ATCC microorganisms,

antibiosis, CMI, Mayonnaise. Microbiological and physicochemical analysis
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Introduction

Les émulsions sont un systéme dispersé métastable constitué au moins de deux
liquides non miscibles et d’un agent amphiphile. Les émulsions alimentaires comme le
lait, I’émulsionnaturelle huile dans 1’eau, ont toujours été un élément important et nutritif
pour l'alimentation humaine. Suite a des recherches, les émulsions alimentaires
synthétiques ont commencé a apparaitre comme les pates a gateaux, les créemes glacées,
la margarine et les produits a base de viandes tels que les saucisses et les saucisses de
Francfort et les mayonnaises dont la production et la consommation sont importantes
(Chikhi, 2019).

La mayonnaise est une émulsion a base de jaune d'ceuf, de 1’huile végétale et du
vinaigre comme ingrédients inévitables (Hou-Pin, 2010). Elle est utilisée comme sauce
alimentaire alternative ou vinaigrette.

Toutefois, La mayonnaise est sensible a la détérioration oxydative causée par la
quantité d’huile (70 a 80% de matieres grasses) et de fer disponible dans le jaune d'ccuf
(Altunkaya etal. ,2013), ce qui laisse la plupart des consommateurs préjugent que cette
teneur élevée en matieres grasses peut provoquer certaines maladies dégénératives telles
que les maladies cardiaques, le cholestérol et I'artériosclérose (Safitri etal., 2019).

Les épices et les aromatiques peuvent se définir de fagcon générale comme des
produits d’origine végeétale utilisés dans notre alimentation pour assaisonner les plats ; ils
apportent une flaveur originale aux préparations culinaires, dans lesquelles sont
incorporés, ils sont pourune bonne part responsable des plaisirs de la table (Krackov et
al, 1997).

Divers composants des huiles essentielles sont acceptés par la Commission
européenne pour utilisation comme arémes dans les produits alimentaires (par exemple
linalool, thymol, eugénol, carvone, cinnamaldéhyde, vanilline, carvacrol, citral et
limonene) et font partie de la liste des ingrédients GRAS (Generally Recognized As Safe) de
I’administration américaine des denrées alimentaires et des médicaments (Food and Drug
Administration) (Hyldgaard et al., 2012). L’effet conservateur de ces huiles ou de leurs
composants a été testé sur divers produits alimentaires a savoir, les produits a base de viande,
les poissons, les produits laitiers, légumes et fruits, les jus et sauces, etc. En genéral, il a été
trouvé qu’une concentration plus grande en huile essentielle est nécessaire pour atteindre

I’effet équivalent in vitro dans les aliments (Tiwari et al., 2009 ; Hyldgaard et al., 2012). En

-



Introduction

effet, la multi-composition et la structure physique d’un aliment peut limiter I’effet
antibactérien des huiles essentielles (Rasooli, 2007). Les propriétés intrinseques des
aliments (protéines, graisses, amidon, teneur en eau, pH, sel et autres additives) mais aussi
les déterminants extrinséques (température, air, gaz, type d’emballage) peuvent influencer
la sensibilité bactériale dans les aliments (Tassou et al., 1995; Rasooli, 2007). Les huiles
essentielles et leurs constituants possédent un ardme intense méme a de faibles
concentrations ce qui peut influencer les propriétés organoleptiques des aliments
dépassant le seuil acceptable par les consommateurs limitant ainsi leur utilisation (Tiwari et
al., 2009 ; Lv et al., 2011). De ce fait, la sélection d’une huile adéquate devrait étre basée
non seulement sur son efficacité mais aussi sur sa compatibilité sensorielle et chimique
avec I’aliment.

L'objectif de cette etude est de tester la fabrication de la mayonnaise a partir d'huile
essentielle ou de la poudre de Thymus vulgaris L (appartenant la famille des Lamiacées) :
plante médicinale et aromatique bien connue pour ses propriétés thérapeutiques.

Les huiles essentielles et les extraits de Thymus ont differents propriétés : antioxydantes,
antibactériennes,  antivirales,  antifongiques,  antiparasitaires,  anti-inflammatoires,
expectorantes, carminatives, digestives, antispasmodiques... . (Ekoh et al., 2014). Depuis
lors, et particulierement au cours des 20 derniéres années, de nombreux composés isolés des
huiles essentielles de thymus ont demontré leur capacité antimicrobienne. Ces produits sont
intéressants. Aucune resistance ou adaptation bactérienne n'a été decrite, et les huiles
essentielles et les extraits entiers ont eu des effets secondaires faibles ou insignifiants.
(Martins, 2020).

L'objectif vise a déterminer la possibilité d'utiliser I'huile essentielle de Thym
principalement comme conservateur et aromatisant, en examinant son impact sur la stabilité
des parametres physicochimiques et organoleptiques de la mayonnaise préparée laboratoire de
Microbiologie de la faculté SNV.

Ainsi, notre étude est structurée en 2 parties :

e La partie bibliographique présente quelques généralités sur le Thymus
vulgaris L. et sur la mayonnaise.

e La partie pratique présente le matériel et les
méthodes utilisés ainsi que les résultats des
analyses physicochimiques et microbiologiques des extraits du Thymus

vulgaris L., I'évaluation de l'activité antimicrobienne de I’ HE, [I’analyse

Y
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physicochimique, microbiologique et organoleptique de la mayonnaise préparée
et conservée a 25 °C pendant 15 a 30 jours.







Partie Bibliographique Thymus vulgaris L.

I. Thymus vulgaris L.
I.1. Famille des Lamiaceae :

Les Lamiaceaes est une famille de plantes a fleurs, elle inclut 236 genres et a été
déclarées contenir 6 900 a 7 200 especes, mais le répertorie mondial liste 7 534. (Lamiaceae
Martinov in Doring, 2022)

De nombreuses plantes de cette famille sont aromatiques dans toutes les parties et
comprennent des herbes culinaires largement utilisées comme le basilic, la menthe, le
romarin, la sauge, la sarriette, la marjolaine, l'origan, le thym, la lavande, ainsi que d'autres
herbes médicinales telles que I'herbe a chat, la salvia, la mélisse et I’agripaume oriental. De
nombreux membres de la famille sont largement cultivés, non seulement pour leurs qualités
aromatiques, mais aussi pour leur facilité de culture, puisqu'ils se multiplient facilement par

bouturage de tige. ( Lamiaceae in Doring, 2022)

I.1.1.Position systématique et caracteres botaniques de la famille :
a. Position systematique :
Ce classement se réfere a la classification botanique de (Morales, 2002) synthétisee
dans le tableau 1 (YYakhlef, 2010)

Tableau 1: Position systématique de la famille Lamiaceae (Yakhlef, 2010)

Regne Plantae

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

Famille Lamiacees

b.Caracteres botaniques :

Ce sont le plus souvent des plantes herbacées, des arbustes et rarement des arbres ou
des lianes. Cette famille exceptionnellement homogéne est caractérisée par des :
Plantes aromatiques, poilues, glanduleuses, une racine pivotante ramifiée, une tige
quadrangulaire, des feuilles ordinairement simples, opposées décussées (disposées en paire se

croisant d’un nceud a I’autre), des fleurs de toutes les couleurs en cymes, fleur cyclique,

vl


https://fr.wikipedia.org/wiki/Plantes_herbac%C3%A9es
https://fr.wikipedia.org/wiki/Arbuste
https://fr.wikipedia.org/wiki/Arbre
https://fr.wikipedia.org/wiki/Liane_(plante)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Racine_pivotante
https://fr.wikipedia.org/wiki/Feuilles
https://fr.wikipedia.org/wiki/Feuille#Disposition_sur_la_tige
https://fr.wikipedia.org/wiki/Feuille#Disposition_sur_la_tige
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bisexué, calice régulier, généralement persistant. Le fruit est tétrakene formé par quatre
nucules, parfois drupe. (Spichiger et al.,2004) (Figure 1)

Figure il: Caracteres botaniques des Lamiaceae. (Spichiger et al.,2004 )

A diagramme floral du genre Lamium.- Lamium galeobdolon : B habitus ; C fleur en coupe ; D
tétrakéne en coupe avec une graine par loge ; E coupe transversale de la tige quadrangulaire- Vitex
triflora : F inflorescence. - Salvia pratensis : G style gynobasique entre les 4 nucules -Salvia
officinalis : H détail d’une étamine, avec une anthere modifiée enbalancier.

I.1.2.Intérét nutritionnel, économique et pharmacologique de la famille des
Lamiaceae :

a. Intérét nutritionnel de la famille des Lamiaceae :

Une étude sur la composition nutritionnelle de certaines especes de lamiacées (Quilez et
al., 2020) : Satureja hortensis L. (sarriette d'été), Satureja montana L. (sarriette d'hiver),
Ocimum basilicum L. (basilic), Origanum vulgare L. (origan), Rosmarinus officinalis L.
(romarin), Salvia lavandulifolia L. (sauge espagnole) , Lavandula latifolia Medicus. (lavande
aspic), Lavandula angustifolia subsp. officinalis (lavande), Thymbra capitata L. Cav. (origan
espagnol), Thymus hyemalis L. (thym d'hiver), Thymus zygis subsp. gracilis (thym rouge) et
Thymus vulgaris L. (thym commun) a montré que les graines de sarriette et de thym d'hiver
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végétaux. De plus, les graines de sarriette d'hiver et d'été, de lavande, de lavande aspic et
d'origan sont des sources importantes d'/AGPI ®-3, tout comme les huiles de graines de sauge
et de romarin pour les AGPI »-6. Les huiles aux capacités antioxydantes les plus élevées

correspondaient a l'origan espagnol et a l'origan, dans lesquels le carvacrol était le principal
monoterpéne phénolique quantifié (Quilez et al., 2020 ). L’huile des graines de Chia est riche
en acides gras polyinsaturés (acide linolénique et linolénique),et pauvre en acides gras
saturés. L'Agence européenne de sécurité des aliments (EFSA), en 2009, a approuvé la
commercialisation de cette graine de Lamiaceae en tant qu'ingrédient alimentaire. Par la suite,
en 2014, la commercialisation de I'huile de chia a été autorisee (Commission Implementing
Regulation EU ,2014). L'huile de graine de coriandre (Coriandrum sativum), avec une
richesse en acides gras monoinsaturés (MUFA) de 68 a 90 % qui est principalement
attribuable a sa teneur en acide pétrosélinique (60 a 75 %) (18:1 n-6) (EFSA ,2013). La
présence de dérivés de cinnamoyl-apigénine et de dérivés d'hydroxycoumarine-apigénine
dans la lavande aspic est décrite pour la premiére fois. Ces dérivés conférent une capacité
antioxydante elevee a cette espece d'huile de graines. Les résultats confirment le potentiel de
ces graines inexploitées comme nouvelle source de composants bioactifs a intérét nutritionnel
(Quilez et al., 2020).

b. Intérét économique de la famille Lamiaceae :
Les utilisations des plantes de cette famille sont nombreuses ce qui leurs donnent une

valeur économique importante (Tableau 2).

Tableau 2 : Utilisations des plantes de la famille Lamiaceae

Domaines Utilisations Exemples d’espéces Références
P

d’utilisation

Horticulture  plantes ornementales Sauge (Salvia (Zhao,F et al,. 2021)

officinalis)

Filiére bois Sources de bois Tectona grandis L. f
Cuisine Herbes culinaires Basil , oregano , thym
Phytothérapie Herbes médicinales Korean mint,
peppermint
Industrie Composants des Des extraits d’especes (Lee et al., 2011)
cosmétique produits cosmétiques :  de Rosmarinus (Sanchez-Campillo et

agent photo-protecteur,
anti-acné...

al., 2009; Lee et al.,
2011)

)
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Industrie des

Composants des bio-

Thymus, Satureja,

( Navarrete et al.,

pesticides pesticides: Efficacite Origanum, Micromeria,
antifongique. Mentha, Monarda, 2011) , (Zabka et al,
Ocimum, Rosmarinus 2014), (Kohiyama et
officinalis al., 2015)
Industrie Antioxydants et additifs le thym, le romarin, (Trivellini et al.,
alimentaire I’origan ,la marjolaine  2016)

c. Intérét pharmacologique de la famille Lamiaceae :

Les huiles essentielles de plusieurs espéces, et leurs constituants ont des activités

biologiques a

intérét pharmacologique

antiallergique...etc (Tableau 3).

activités antimicrobiennes,

anti-tumorales,

Tableau 3 : Propriétés médicinales de certaines especes de la famille Lamiaceae
(Spichiger et al., 2004 )

Espeéce

Nom
commun

Partie utilisée

Propriétés medicinales

Glechoma hederacea

lierre terrestre

toute la plante

anti-inflammatoire,
bronchique

Hyssopus officinalis

hysope

fleur (huile essentielle)

stimulant, expectorant

Lavandula officinalis
L. angustifolia

lavande

fleur (huile essentielle)

soporifique, diuretique,
antispasmodique,
antiseptique, cholérétique,
insecticide

Marrubium vulgare

marrube blanc

toute la plante

febrifuge, antipaludique,
tonique, diurétique,
expectorant, cholérétique

Melissa officinalis mélisse feuille (huile essentielle)  cicatrisant, carminatif,
digestif, antispasmodique,
cholérétique

Rosmarinus Romarin feuille et fleur (huile cardiotonique, pulmonaire,

officinalis essentielle) anti-goutte, diurétique,
antiseptiquept

Thymus vulgaris thym Huile essentielle Vermifuge, stimulant,
diurétique,

antispasmodique,
antiseptique

La capacité des huiles essentielles a se diffuser et a s'accumuler dans les membranes

cellulaires provoquant leur déstabilisation est due a leur structure moléculaire et position des
groupes fonctionnels (Dorman et Deans, 2000; Lambert et al., 2001). Ce qui leur confére

des activités antimicrobiennes.

g
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Différents mécanismes d'activité antibactérienne des huiles essentielles ont été

proposés. Les huiles essentielles déstabilisent principalement Iarchitecture cellulaire,
entrainant la dégradation de l'intégrité de la membrane et une perméabilité accrue, ce qui
perturbe de nombreuses activités cellulaires et entraine une fuite de composants cellulaires et

une perte d'ions (Martins, 2020).

Les huiles essentielles comme le carvacrol et le thymol de l'origan et du thym sont les
meilleurs inhibiteurs puissants des champignons pathogénes, en déréglant la synthése de
I'ATP et de I'ergostérol (Zabka et al., 2014).

Des effets anti-VIH-1 ont été attribués a I'acide rosmarinique présent chez plusieurs
espéeces de la famille des Lamiaceae (Swarup et al., 2007; Osakabe et al., 2004)

Généralement, les phénols protégent les cellules en montrant un impact sur I'étape
initiale du développement du cancer. La modulation des protéines kinases activées par les
mitogenes (MAPK) et PI3 Kinase, impliquees dans la prolifération des cellules cancéreuses,
est une stratégie anticancéreuse déclenchée par les polyphénols (Ramos, 2008). Les composés
phénoliques, y compris les acides caféique et rosmarinique, peuvent présenter des propriétés
anticancéreuses affectant la régulation épigenétique de l'expression des genes (Link et al.,
2010).

L’acide rosmarinique contribue au traitement des allergies et de ’asthme (Stansbury

2014).

1.2. Genre Thymus :

Le thym pousse bien dans un climat tempéré a chaud, sec, ensoleillé, et partout ou les
plantes ne semblent pas ombragees. Les especes de thym préférent les sols grossiers et
rugueux qui peuvent ne pas convenir a plusieurs plantes alternatives (Hosseinzadeh et al.,
2015). Ce sont des plantes rampantes ou en coussinet, portant de petites fleurs rose pale ou
blanches. Ces plantes sont riches en huiles essentielles et a ce titre font partie des plantes
aromatiques (Zeghib, 2013). Le Thymus est utilisé dans le domaine thérapeutique, ceci est dl
a ses propriétés pharmacologiques et aromatiques, antispasmodique, antiseptique, expectorant
.C'est I'une des especes les plus utilisées dans la médecine populaire, pour stimuler l'action
dans toutes les fonctions de l'organisme et aussi pour l'activité antimicrobienne de I'huile
essentielle . (Touhami, 2017). Les especes de Thymus sont différentes en termes de contenu
et de type de composants. Généralement, ils contiennent du thymol , du carvacrol, des
flavonoides et des composés phénoliques tels que l'acide rosmarinique (Hosseinzadeh et al.,
2015).

s
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1.2.1. Répartition du genre Thymus en Algérie :

En Algérie, il existe plusieurs especes du Thymus. Elles sont réparties dans plusieurs

régions. (Tableau 4)

Tableau 4 : Localisations des especes du genre Thymus en Algérie (Heni, 2016)

Especes

Localisation et caractéristique

Thymus pallescens de Noé

Commun dans le Tell et endémique a I’ Algérie.

Thymus capitatus L.

Tres rare dans le sous secteur de I’ Atlas tellien.

Thymus dreatensis Batt.

Tres rare dans le sous secteur du Tell constantinois et de la
petite Kabylie.

Thymus numidicus Poiret

Assez rare dans le sous secteur de 1’ Atlas tellien, dans le
secteur du Tell constantinois et dans la petite et grande
Kabylie.

Thymus guyonii de Noé

Rare dans les hauts plateaux algérois, oranais et

constantinois.

Thymus lanceolatus Desf.

Rare dans le sous secteur de I’ Atlas tellien (Terni) et de
I’ Atlas saharien (Médéa), dans le sous secteur des hauts
plateaux algerois, oranais (Tiaret) et constantinois
(Aumale).

Thymus pallidus Coss.

Tres rare dans le sous secteur de I’ Atlas saharien

constantinois.

Thymus glandulosis Lag.

Tres rare dans le sous secteur des hauts plateaux algérois et

oranais.

Thymus hirtus Willd.

Commun sauf sur le littoral.

Thymus algériensis Boiss.

et Reuter

Tres commun dans toutes les régions montagneuses, rare

ailleurs.

Thymus munbyanus Desf.

Endémique dans le Nord du secteur algeérois.

1.3. Espéce Thymus vulgaris L. :

Thymus vulgaris est une plante a fleurs de la famille des Lamiacées communément

appelée thym, originaire du sud de I'Europe, et a une distribution mondiale (Hosseinzadeh et

al., 2015). La position systématique de 1’espece Thymus vulgaris est donnée par le tableau 5.
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Tableau 5 : Position systématique de I’espéce Thymus vulgaris L.

Régne Plante Sous classe Dialypétales

Sous régne Plante vasculaire Ordre Labiales
Embranchement Spermaphytes Famille Lamiacées

Sous embranchement ~ Angiospermes Genre Thymus

Classe Dicotylédones Espéce Thymus vulgaris L.

(Carl von Linné,
1753)

La plante est indigéne de la Méditerranée et des pays voisins, de I’Afrique du Nord et
certaines parties de I'Asie. En Afrique, la plante a été cultivée en Egypte, au Maroc, Algérie,
Tunisie, Libye et dans d'autres pays. (Stahl-Biskup et Saez, 2002)

Thymus vulgaris est un sous-arbrisseau persistant a base ligneuse et touffue avec de

petites feuilles aromatiques gris-vert et grappes de fleurs violettes ou roses au début de I'été.
(Hosseinzadeh et al., 2015) (Figures 2 et 3)

Figure 2 : Le Thymus vulgaris L. Figure 3 : Aspect botanique du Thymus vulgaris
L.

Le Thymus vulgaris présente sept formes de chémotypes différents (au sein d’une
espece) représentées au Tableau 6 (Martins, 2020) (Hosseinzadeh et al., 2015).( Tableau 6)
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Tableau 6 : Différents chémotypes du Thymus vulgaris L. (Martins, 2020)

Chémotype  Thym a linalol Thym a thymol Thym athujanol Thym a Thym a
géraniol carvacrol
Monoterpénol Phénol Monoterpénol Monoterpénol/ Phénols /
o esters Monoterpenes
@ E
=
g8
L o
© Linalol, acétate de Thymol, Thujanaol, Géraniol, Carvacrol,
@ 2 linalyle, thuyanol paracymene terpinen-4-ol a(;étate de thymo\l, Y-
jg £ géranyle terpinene
28
[7p =]
Antibactérien, Antibactérien Antibactérien, Antibactérien,  Antibactérien,
antifongique, antifongique, antifongique, antifongique, antifongique,
§ antivirale, antivirale, antivirale antivirale antivirale Tonique
2 antiparasitaire antiparasitaire Stimulant du foie,  Tonique générale
2 Tonique général Stimulant tonique utérin, Immunostimulant
a Immunostimulant immunitaire, circulatoire, Anti-  cardiotonique,
digestive, inflammatoire, neurotonique,
Expectorant neurotonique
Affections ORL, Infections ORL,  Infections ORL, Mycoses, Infections
@ candidoses, intestinales, affections bucco- infections respiratoires,
2 inflammations gynécologiques  dentaires, gynécologique intestinales,
o intestinales, et urinaires, infections virales, s, ORL, urinaires,
= infections urinaires,  cutanées, mycoses, urinaires, gynécologiques,
> fatigue nerveuse, buccales, rhumatismes affections buccales
dermatoses rhumatismes cutanées
" Voie orale, cutanée, Voie orale Voie orale, Voie orale, Voie orale,
% en diffusion cutanée cutanée, cutanée
> diffusion

|.4. Etude nutritionnelle :

1.4.1. Composition nutritionnelle :

Pour le thym frais, la composition nutritionnelle quantitative et qualitative est présentée

dans le tableau de composition (Ciqual, 2020) (Tableau 7)

Selon les fiches nutritionnelles de 1’agence pour la Recherche et I’information en fruits
et légumes (Aprifel, 2023), le thym frais apporte en moyenne 107 calories (kcal) pour 100 g
soit 446 kJ. Pour une portion de 5 g, le thym renferme 5,35 calories (kcal), soit 22,30 kJ. Les
valeurs sont considérées comme des ordres de grandeur, susceptibles de varier selon les

variétés, la saison, le degré de maturité, les conditions de culture, etc. (Tableau 8)
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Tableau 7 :Profil nutritionnel du thym frais (Ciqual, 2020)

Nom Contenu moyen ~ Nom Contenu moyen

Energie (Régulation EU 446 Phosphore (mg/100g) 106

N°1169/2011) kJ/100g

Eau (g /100g) 65,1 Potassium (mg/100g) 609

Protéine (g /100g) 5,56 Sodium (mg/100g) 9

Glucides (g /1009) 10,5 Zinc (mg/100g) 1,81

Lipides (g /100g) 1,68 Rétinol (ng / 1009) 0

Fibres (g /100g) 14 Beta-carotene (pg / 2850
100g)

Polyols (g /100g) 0 Vitamine D (ng / 0
100g)

Cendres (g /100g) 3,2 Vitamine E (mg/100g) 1,7

Acides organiques (g traces Vitamine C (mg/100g) 160

/1009)

Acides gras satures (g 0,47 Vitamine B1 0,048

/1009) (mg/100g)

Cholesterol (mg/100g) 0 Vitamine B2 0,47
(mg/1009)

Sel (g /100g) 0,023 Vitamine B3 1,82
(mg/1009g)

Calcium (mg/100g) 405 Vitamine B5 0,41
(mg/1009)

Cuivre (mg/100g) 0,56 Vitamine B6 0,35
(mg/1009)

Fer (mg/100g) 17,5 Vitamine B9 (ug / 45
100g9)

Magnésium (mg/100g) 160 Vitamine B12 (png / 0
1009)

Manganése (mg/100g) 1,72

Le thym est riche en polyphénols qui sont des substances a effet antioxydant.
25 composes phénoliques ont été identifiés dans le thym, dont la plupart font partie des
flavonoides, des deérivés de 1’acide hydroxycinnamique, des dérives de [I’acide
hydroxybenzoique et des diterpenes phénoliques. Les feuilles contiennent notamment de
I’acide caféique, de I’acide rosmarinique, du carnosol, de la lutéoline, de I’apigénine et de
I’apigénine-7-Oéglucoside. La tige, quant a elle, serait plus riche en acide caféique et en acide

rosmarinique (Tzima, 2020). (Tableau 9)
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Tableau 8 : Valeurs nutritionnelles du thym (Aprifel, 2023)

Macronutriments | Glucides 0,53g/5¢g (10,50 g/1004g.)

Fibres 0,70 g/5¢

Protéines 0,28g/5g (5,569/100g)

Lipides 0,08 g/5g(1,689/100g)

Minéraux et Le fer 6,25 % des VNR en fer, soit 0,88 mg /de 5 g.

oligo-éléments Autres faible quantité dans le thym : couvrent <5 % des VNR pour une
portion de 5 g.

Vitamines vitamine C | 10 % des VNR en vitamine C, soit 8 mg /5 g.

Les autres | faible quantité : couvrent moins de 3 % des VNR pour une portion
vitamines de5g.

(VNR : valeurs nutritionnelles de référence. Selon le Réglement (UE) N°1169/2011 du parlement Européen, et
du conseil du 25 octobre 2011)

Tableau 9: Composition en poly phénols du thym (Aprifel, 2023)

. Teneur moyenne Min-Max Teneur moyenne
Constituant (mg)
pour 100 mg pour 100 mg pour 5mg

Flavonoides (mg) 60,30 60,30 - 60,30 3,02
dont Flavones (mg) 60,30 60,30 - 60,30 3,02
Acides Phenoliques (mg) 103,50 103,50 - 103,50 5,18
dont Acides

) ) 103,50 103,50 - 103,50 5,18
Hydroxycinnamiques (mg)
Polyphénols totaux 163,8 163,80 - 163,80 8,19

Les feuilles du thym contiennent, entre autres, des saponines, des stéroides (Hossain,
2013) ,des acides organiques comme : I’acide quinique ( Heidari, 2018 ; Tzima, 2020),
I’acide malique, I’acide succinique, I’acide citrique et I’acide lactique (Ashrafi, 2018) .Une
¢tude récente a mis en évidence la présence d’un polysaccharide insoluble dans les feuilles de
thym. Ce dernier possede une capacité antioxydante grace aux acides phénoliques qui lui sont
liés (Banerjee, 2019).

1.4.2. Les bienfaits du thym :

Les huiles essentielles et les extraits de plantes de Thymus ont différents propriétés :
antioxydant, antibactérien, antivirale, antifongique, antiparasitaires, anti-inflammatoires
et expectorantes, activité tonique, carminatives, digestives, antispasmodiques. ..

La plante est utile en infusion pour traiter la toux, le diabéte, le rhume et les infections

pulmonaires ; et sous forme de sirop pour digestion bouleversé. (Ekoh et al., 2014).



https://www.aprifel.com/fr/article-dossier/les-glucides/
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Le thym est recommandé contre tous les types de faiblesse, et pour les crampes
d’estomac, les inflammations pulmonaires et les palpitations, les affections de la bouche, les
contusions, les accidents articulaires (Hans, 2007) ; ainsi que pour le nettoyage et la
cicatrisation des plaies et I’expulsion des gaz intestinaux.

Les thés de plusieurs especes de thym sont un remede traditionnel pour les troubles
gastro-intestinaux et les huiles étaient autrefois pris pour expulser les parasites intestinaux
(proprietés anthelminthiques).T. vulgaris a été considéré comme astringent, vermifuge,
carminatif, désinfectant et tonique .La plante a été rapporté incroyablement utile dans les cas
d'infections et d'infestations intestinales variées, tels que les ankylostomes, les ascaris, les
bactéries Gram-positives et Gram-négatives, les champignons et levures, ainsi que Candida
albicans. Son principe actif, le thymol, était signalé actif contre les entérobactéries et les
cocci. Les propriétés attribuées au thym comprennent I'amélioration de la fonction hépatique;
stimulant de l'appétit ; traitement des infections des tubes cartilagineux, bronchiques et
urinaires; et le traitement de laryngite et inflammation (Reddy et al., 2014).

Appliqué sur la peau, le thym est rapporté pour soulager les morsures et les pigdres, les
névralgies et les douleurs rhumatismales (Reddy et al., 2014). L’huile essentielle peut étre
utilisée comme friction pour les articulations douloureuses ou les douleurs rhumatismales, et
peut également étre utilisée dans le traitement du pied d'athléte (Tinea pedis) (Ekoh et al.,
2014).

Le thym compte parmi les plantes les plus recommandés par la Commission européenne
contre la toux et I'inflammation des voies respiratoires supérieures. C’est un bon désinfectant
et un antiseptique .L'OMS en fait mention pour traiter la dyspepsie et d'autres troubles gastro-
intestinaux .Des recherches sur des animaux ont permis d'observer une activité anti
plaquettaire et relaxante (Brette, 2009).

Le premier article montrant des preuves de cette propriété antimicrobienne des huiles
essentielles et des extraits obtenus a partir de plantes du genre Thymus a été publié dans les
années 60 .Depuis lors, et surtout au cours des 20 derniéres années, un grand nombre d'huiles
essentielles de Thymus, d'extraits et de leurs composés isolés ont été étudiés pour l'activité
antimicrobienne. Ces produits présentent un intérét particulier. Aucune résistance
ou adaptation bactérienne n'a été décrite, et des effets secondaires faibles ou insignifiants ont
été constates a la fois pour les huiles essentielles et les extraits entiers. Les bains de bouche au
thym sont utilisés contre les infections. En externe, il est appliqué pour nettoyer la peau

contre acné (Martins, 2020).
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D’aprés une étude réalisée sur 33 personnes, les composés phénoliques contenus dans le

thym auraient un effet bénéfique sur le taux de cholestérol et donc sur les maladies

cardiovasculaires, en régulant ’expression des principaux régulateurs du cholestérol (capacité
des HDL a réduire le cholestérol) (Farras, 2019).

L’acide quinique, le carvacrol, I’indole, le thymol et le 2-methoxy-4-methylphenol

identifiés dans les feuilles de thym présenteraient tous des effets anticancer (Heidari, 2018).

1.4.2. Précautions d’utilisation du thym :

Le Tableau 10 représente les précautions a suivre pour éviter les risques liés aux

utilisations médicales de 1’huile essentielle du thym.

Tableau 10 : Les précautions d’utilisation du thym (Martins, 2020)

Utilisation par voi orale a dose élevée, sur une durée prolongée

Hépato-toxicité :
Iésions hépatiques.

-A eviter chez les patients avec une sensibilité
hepatique -associer & des huiles essentielles hépato-

peuvent étre plus
graves, de type
nécrosant ou vésicant.

2 protectrices (carotte, citron jaune...)
o .2 | -limiter les traitements a fortes doses a des périodes
2 = de 4-5 jours. -privilégier des huiles essentielles
ad § moins toxiques, lors de traitements au long cours, ou
a8 utiliser celles a phénols a des doses moderées, en
espacant les utilisations d’un intervalle de 7 jours
toutes les 3 semaines de traitements.
Utilisation externe de I’huile essentielle
Réactions  allergiques Réalisation d’un test de tolérance cutanée afin de
souvent bénignes, de | vérifier la sensibilité du sujet a ’huile essentielle, ce
o |rares cas de reactions | § | quiconsistea:
2 | asthmati-formes, des | £ - déposer 3 gouttes du mélange d’huile essentielles
-a’—:’ réactions de dermites \g dans le pli interne du coude
allergiques, lésions de | + -attendre environ 15 minutes voire 24 heures afin de
type  eczéma  aigu vérifier une éventuelle réaction.
érythémateux, surélevé.
Des réactions de - Ne jamais appliquer d'huile essentielle de thym sur
dermocausticité : la peau sans la diluer
I’apparition d’un -choisir de préférence une huile douce a linalol,
tiraillement et d’une ® géraniol ou terpinéol.
© | rougeur locale, 2 -Diluer dans de [I'huile végétale (maximum 5 %
g | évolution en brilures 2 d'huile essentielle)
@ | oumacules érythémato- § -1l faudra toujours les diluer avec une huile végétale
squameuses. Les lésions | o (20% d'huile essentielle maximum pour les phénols

et 10 % pour les aldéhydes) et les appliquer sur des
surfaces corporelles bien localisées.



https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31357534/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29556431/
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I.5. Travaux antérieurs sur Thymus vulgaris L.

Le Thymus wvulgaris L. récolté dans différentes régions du monde fait l'objet de
nombreux travaux scientifiques (France, Italie, Roumanie, Serbie, Algérie, Maroc, Tunisie
........ ).: Cette recherche scientifique est fondée sur.

o La détermination de la composition chimique des huiles
essentielles par CPG /SM et celle des extraits phénoliques a partir des
différents solvants organique par HPLC et par chromatographie en phase
gazeuse chirale.

o La caractérisation phythochimique des poudres et des huiles
essentielles et analyser les métaux dans des poudres et des extraits de la plante

o Evaluation de [lactivité antimicrobienne vis-a-vis des
microorganismes d’origine alimentaire et d’origine clinique en utilisant
plusieurs méthodes (Aromatogramme, méthode de macro dilution en milieu
liquide : CMI, CMB et CMF, Méthode de bio impédance)

o Evaluation des activités antioxydantes (le test de DPPH, le test
de FRAP, Molybdate-Phosphate, p-carotene, CUPRAC, ABTS, le dosage
aldéhyde/carboxylique)

. Evaluation des effets anti-inflammatoires in vivo et in vitro
. Evaluation des activités insecticides des huiles essentielles
o Etude In vivo, des traitements préventifs sur semences et

plantules de tomate réalisés en appliquant des extraits de thym sur quelques
isolats (Lycopersicum esculentum L Fusarium oxysporum....... ) responsables
de maladies fongiques (foliaires et telluriques).

o Evaluer I'effet des extraits phénoliques de Thymus vulgaris L.sur
la croissance de Streptococcus thermophilus et de Lactobacillus bulgaricus,
dans le yaourt « ferme ».

o Evaluation des effet de la toxicité potentielle (in vivo sur les rats
traités) des doses répétées d'extraits phénoliques et des huiles essentielles de
thym et analyser les effets des poly phénols et des composés mono et
sesquiterpénes des huiles essentielles sur les hépatocytes (foie ) en appliquent
la Métabolomique par spectroscopie RMN

o Realiser le technique d’encapsulation (technique permettant

d'emprisonner les huiles essentielles de Thym dans une enveloppe qui les
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isole dans le but de les protéger de I'environnement extérieur) en utilisation
deux techniques physicochimiques (coacervation complexe et émulsion

directe) .

Parmi les travaux scientifiques menés par plusieurs chercheurs dans le monde, citons:

Haraguchi et al.(1996) ont démontré I’action antiperoxydative (antioxydante) de
composés isolés des feuilles du Thymus vulgaris . Les actions antioxydantes démontrées sont :
I’inhibition compléte de la peroxydation microsomale et mitochondriale ; protection des
globules rouges contre I’hémolyse oxydative ; ils en ont déduit que Ces composés
phénoliques se sont révélés efficaces pour protéger les systémes biologiques contre divers
stress oxydatifs.

Marino et al. (1999) ont étudié ’activité antibactérienne des huiles essentielles du
Thymus wvulgaris. La méthode de bio-impedance” a été choisie pour étudier lactivité
antibactérienne des huiles essentielles et le parametre choisi pour définir et quantifier l'activité
antibactérienne des espéces examinées .La méthode de contact-direct est apparue plus
marquée contre les bactéries gram-négatives. Seules quelques especes étaient capables de
récupérer au moins 50% de leur fonction metabolique aprées contact avec l'inhibiteur, alors
que la plupart des souches se sont révélées avoir été inactivées presque complétement.
Escherichia coli O157:H7 était I'espéce la plus sensible, étant donné qu'aprés contact avec
méme la plus faible concentration.

Rota et al. (2007) ont décrit le profil volatil et I'activité antimicrobienne de Thymus
vulgaris (chimiotype thymol), Thymus zygis subsp. gracilis (chémotypes thymol et deux
linalol) et Thymus hyemalis Lange (chémotypes thymol, thymol/linalool et carvacrol) extraites
de sept plantes cultivées a Murcie (Espagne). lls ont identifiés les principaux constituants
volatils de chaque huile par I’analyse GC-MS .lls concluent que les huiles essentielles de ces
especes de Thymus possedent des propriétés antimicrobiennes et sont une source potentielle

d'ingrédients antimicrobiens pour l'industrie alimentaire.
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Yakhlef (2010) a étudié des extraits bruts de feuilles de deux plantes aromatiques
Thymus vulgaris (Lamiaceae) et Laurus nobilis (Lauraceae). L’analyse de ces extraits a
révélée la présence de quelques groupes chimiques (polyphénols totaux) susceptibles
d’exprimer les activités recherchées. Ils ont montré que I’activité antimicrobienne de Thymus
vulgaris est plus importante que celle de Laurus nobilis avec un spectre antimicrobien plus
large et a des doses plus faibles. En plus ils ont dévoilé L'activité antioxydanteélevée des
extraits de Thymus vulgaris L .

Shazia et Muzafar (2011) ont dévoilé le pouvoir antioxydant des huiles essentielles
Thymus vulgaris L. poussant a I'état sauvage dans le nord de I'talie .20 échantillons d’huiles
essentielles ont possédent une insecticide contre Spodoptera litura. Le p -cymene, le linalol,
le terpinéne -4-ol et le thymol ont montré une activité antifongique contre Botrytis cinerea et
Rhizopus stolonifer, deux agents pathogenes courants des fraises (Fragaria ananassa). En
plus ont divulgué des effets du thymol sur l'activité contractile spontanée (ont été prouvés
dans des expériences in vitro avec des bandes circulaires de muscle lisse provenant de
I'estomac et de la veine porte de cobaye). Le thymol possede un effet agoniste sur les
récepteurs al-o2 et B-adrénergiques et il exerce un effet analgésique sur les récepteurs
adrénergiques a2 des cellules nerveuses.

Fachini-Queiroz et al.(2012) ont étudie I'effet de I'huile essentielle de Thymus vulgaris
(TEO) et de ses constituants isolés thymol et cavacrol (CVL) sur la réponse inflammatoire
dans les modeles expérimentaux suivants : cedéme de l'oreille, pleurésie induite par la
carraghénane et chimiotaxie in vitro. Les donnees suggérent que les effets anti-inflammatoires
du TEO et du CVL sont attribuables a I'inhibition de 1'cedéme inflammatoire et de la migration
des leucocytes.

Pirbalouti et al.(2013) ont étudié la croissance, le rendement en huile et les composants
chimiques de T. vulgaris et T. daenensis cultivés dans différentes régions du centre-sud de
I'lran .Les composants majeurs des huiles hydro-distillées ont été identifiées par analyse par
GC-MS : le thymol , le carvacrol, I’y-terpinéne et le pcyméne s’ont avérés les composants
majoritaires chez T.vulgaris. lls ont démontré que la qualité et la quantité de I’huile
(rendement) differe selon les régions ou sont cultivés les plants et que les compositions
chimiques de I’huile sont affectées par les conditions environnementales et les pratiques de
gestion agronomique.

Cheurfa et al.(2013) ont étudié [D’activité antibactérienne de I’huile essentielle

de Thymus vulgaris vis-a-vis de bactéries pathogenes (Escherichia coli, Bacillus cereus,

Citrobacter freundii, Klebsiella pneumoniae et Staphylococcus aureus) responsables de
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gastroentérites. La composition chimique de I’huile essentielle de Thymus vulgaris a été
analysée par GC/MS. Les tests d’inhibitions sont réalisés par la méthode de diffusion des
disques. Les résultats ont montré une forte activité antibactérienne de 1’huile essentielle ce qui
suggere que 'utilisation de I’huile essentielle de thym permettrait de mieux protéger I’homme
contre les bactéries responsables de gastroentérites.

Nikoli¢ et al.(2014) ont réalisé I’évaluation de la phytochimie et de la bioactivité des
huiles essentielles de Thymus serpyllum, Thymus algeriensis et Thymus vulgaris . L'analyse
GC/MS a révélé que le thymol était un composant majeur des huiles essentielles des 3

espéces. L’évaluation des activités antimicrobiennes et antioxydantes des huiles essentielles a

révélé que celle du T. serpyllum est la puissante et la plus efficace. Aucune des HE n'a montré

de toxicité aux concentrations testées (> 400 pg/mL) pour la culture de cellules primaires de
foie de porc.

Boruga et al. (2014) ont étudiés la composition chimique et les propriétés
antimicrobiennes de I'huile essentielle de Thymus vulgaris cultivée en Roumanie. Ils ont
démontré que I'huile essentielle de Thymus vulgaris testée posséde de fortes propriétés
antimicrobiennes, et pourrait a l'avenir représenter une nouvelle source d'antiseptiques
naturels avec des applications dans I'industrie pharmaceutique et alimentaire

Benourad (2015) a evalué I'efficacité de I'extrait de Thymus vulgaris pour lutter contre
les maladies des plantes et induire des pouvoirs de défense naturels. Les in vitro étudiés par
contact direct avec les isolats ont montré une inhibition totale de la croissance mycélienne et
de la sporulation. In vivo, des traitements préventifs sur semences et plantules de tomate
montrent un pouvoir antifongique trés important. L’auteur confirme I'efficacité des extraits de
thym comme bio pesticide d'origine botanique (son composé majoritaire le thymol). Sur le
plan histopathologique, le thym n’a révélé aucun signe d'anomalie ou de dégénérescence chez
les rats traités. Par contre l'analyse métabonomique a montré des altérations de certains
métabolites impliqués dans le métabolisme énergétique des mitochondries des hépatocytes. Il
a révele Benourad des effets indésirables générés apres injection de doses répétées de I'huile
essentielle de thym est bien moindre par rapport aux traitements appliqués par l'extrait
polyphénolique.

Satyal et al.(2016) ont représente la premiere analyse chirale des monoterpénoides de
T. vulgaris et une description compléte des différents chémotypes de T. vulgaris récoltée en
France .

Abdelli (2017) s’est concentré sur la valorisation de deux espéces végétales, poussant a

I’état spontané au nord ouest de 1’Algérie, Thymus vulgaris L (Tv) et Juniperus phoenicea
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L(Jp)., en evaluant certaines de leurs propriétés biologiques. L’analyse par CPG-SM a indiqué

que les composés majeurs étaient le thymol pour HE.Tv et HE.Jp. Le screening
phytochimique a révélé la présence de différents groupes de métabolites secondaires dans les

parties aériennes des plantes. La minéralisation a montré que les plantes étaient riches en

calcium, potassium, sodium, magnésium et phosphore et trés pauvres en métaux lourds.

L’étude de I’activité antimicrobienne a montré un grand effet inhibiteur des huiles de T.

vulgaris sur les sept souches de référence testées alors que, les trois huiles de J. phoenicea
n’ont pu inhibé la croissance que de deux souches, a savoir, Bacillus cereus ATCC 10876 et

Candida albicans ATCC 10231. L’étude de la toxicité aigue a indiqué que les huiles testées

étaient sans danger pour les souris Swiss albinos. Le test de I’cedéme plantaire induit par la

carragénine a montré qu’a la plus grande dose testées, les pourcentages d’inhibition ont été
obtenus a 50.4% (HE.Tv), 58.4% (HE.Jp).

Yousfi et Benabed (2018) ont étudié la composition chimique ainsi que les activités

biologiques des huiles essentielles et extraits phenoliques de deux espéces de la famille des
Lamiaceae : Saccocalyx satureioides et Thymus vulgaris. Les huiles essentielles de ces plantes
ont ¢été¢ obtenues par hydrodistillation de la partie aérienne. L’analyse par CPG seule et par
CG/SM a révélé que le y-terpinene et le carvacrol sont les composés majoritaires pour T.
vulgaris. L’analyse par HPLC/SM des les extraits de T. vulgaris a revélé la présence

d’eriodictyol-O-hexoside et d’acide rosmarinique. Les activités antioxydantes des huiles

essentielles et des extraits phénoliques ont été évaluées par les tests : DPPH, Molybdate-
Phosphate, pB-carotene, CUPRAC, FRAP et ABTS. Les réesultats obtenus ont montré que les
huiles essentielles testées possedent un bon pouvoir réducteur et une activité anti-radicalaire
moyens ou parfois négligeable en comparaison aux antioxydants de références utilisées, alors
que les extraits phénoliques ont montré des activités plus fortes.

Amamra (2019) a réalisé une étude des composés phénoliques et I’évaluation des
propriétés antioxydantes et antibactériennes des extraits de deux plantes utilisées en médicine
traditionnelle algérienne: Fraxinus excelsior et le Thymus vulgaris. Ils ont divulgué I’ effet
antibactérien modéré avec des index d’activité de 0.26 & 0.62. La présente étude suggére que
F. excelsior et T. vulgaris peuvent servir de sources naturelles d’antioxydants et antibactériens
pour une éventuelle substitution des médicaments actuellement utilisés malgré les effets
secondaires et les résistances aux antibiotiques

Sehari (2020) a de mis en exergue les propriétés antibactériennes, antifongiques et
antioxydantes d’extraits végétaux de trois especes végétales (Thymus vulgaris, Urtica dioica

et Punica granatum) a I’égard de microorganismes bactériens (Staphylococcus Aureus-

B
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Pseudomonas aeroginosae- Echerchia coli) et fongiques (Fusarium oxysporum-Fusarium
lycopersici et Aspergillus niger). Les résultats de I’activité antibactérienne des extraits
végétaux, révelent qu’Escherichia coli est plus sensible que Staphylococcus aureus. Par
contre, Staphylococcus aureus est le plus résistant suivit par Escherichia coli et enfin par
Pseudomonas aeroginosa face aux antibiotiques de synthése. Pour I’huile essentielle du
Thym, les résultats révelent qu’Escherichia coli est trés sensible par rapport a Pseudomonas
aeruginosa. D’autre part, cette huile s’est avéré fongicide par contact direct, avec 100%
d’inhibition cela pour les trois souches de champignons utilisés a la dose de 30ul. De méme
que cette huile a montré de bons effets antifongiques et bactéricides proportionnels a la
concentration appliquée. Par ailleurs, I’étude de I’activité antioxydante des extraits végétaux
testés (méthode du DPPH) a montré que les extraits éthanoliques, méthanoliques et aqueux
possedent une activité antioxydante modérée mais satisfaisante qui pourraient remplacer
certains additifs alimentaires synthétiques pour étre bénefique pour la santé humaine.

Chaib et Arhab (2021) ont évalué la capacité de deux méthodes d’encapsulation

(coacervation complexe et emulsion directe) a immobiliser et enrober les composes volatils
de I'huile essentielle de thym ; en fonction de leur rendement, efficacité d'immobilisation,
caractérisation des particules obtenues et de leur profil de relargage.. Les résultats de
I’évaluation du rendement d’encapsulation, de la quantité de monoterpenes oxygenés, de
l'activite antioxydante d'huile encapsulée mettent en eévidence des fortes activités
antibactériennes et antioxydantes de I'huile de Thymus vulgaris, ce qui les laisse proposer
I'encapsulation par coacervation complexe de cette huile essentielle comme un excellent

procédé de conservation pour d'éventuelles applications biotechnologigues

Galovic¢ova et al. (2021) ont évalué I’activité biologique de I'huile essentielle de T.
vulgaris de la société slovaque. La composition ainsi que I’activité antioxydante de 1’huile ont
été évalués. L'activité antimicrobienne était modérée ou trés forte. Elle est trés efficace contre
B. subtilis, E. faecalis et S. aureus. L'analyse antifongique in situ sur le pain montre que la
phase vapeur de I'huile essentielle de T. vulgaris peut inhiber la croissance des champignons

filamenteux microscopiques du genre Penicillium.

Khelifi (2022) a évalue l'effet des extraits phénoliques de Thymus vulgaris sur la

croissance de Streptococcus thermophilus et de Lactobacillus bulgaricus, et I'impact de leur
addition a faibles doses (2-8%) pour la fabrication d’un yaourt de type ferme. D'apres les
données recueillies, 2 % et 4 % d’extraits phénoliques du thym peuvent étre incorporés dans
le yaourt étuvé sans risque de détérioration de sa qualité physico-chimique et sensorielle ou

I'inhibition des bactéries lactiques.
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Il. La mayonnaise :
I1.1. Historique

La mayonnaise est probablement l'une des sauces ou condiments les plus utilisés au
monde. Elle existe depuis des siecles, bien que son origine exacte soit controversée, d'abord
commercialisée au début des années 1900, et devenue populaire en Amérique de 1917 a 1927

(Harrison et Cunningham, 1985).

11.2. Definition

La mayonnaise est une sorte d’émulsion semi-solide d’huile (phase discontinue) dans I’eau
(phase continue) (Shen et al., 2011). Elle présente des propriétés viscoélastiques dues au réseau
formé par les lipoprotéines adsorbées autour des gouttes d'huile avoisinantes (Ma et Canovas,
1995).

En raison de son pH faible et de sa teneur élevee en graisse, elle est relativement résistante
a la détérioration microbienne. Bien que les levures et les moisissures puissent causer des
dommages, relativement peud’autres organismes ont été isolés de la mayonnaise (Fabian et
Wetherington, 1950).

Les émulsions sont des systémes dispersés métastables constitués d’au moins deux
liquides non miscibles et d’un agent amphiphile. L’un des liquides est dispersé dans le second
sous forme de petites gouttes sphériques dont la taille varie selon les conditions de 0,1 a

quelques dizaines de micrometres (Arditty, 2004).

11.3. Emulsion
I1. 3.1. Définition

Une émulsion est un mélange homogene de deux liquides ou phase peu ou pas miscibles.
Ce mélange correspond & une dispersion de goulettes de l'une des phases dans 1’autre. On
distingue donc une phase dispersée et une phase continue (Amrouche, 2019).

Une émulsion peut étre formé par homogénéisation d'une phase huileuse et d'une phase
aqueuse en l'absence de émulsifiant. Toutefois, les deux phases se séparent alors rapidement.
Ceci indique qu’une émulsion est un systéme thermodynamiquement instable. Ainsi ce systeme
n'existe que si on apporte suffisamment d'énergie mécanique pour disperser une phase dans
’autre, et une fois formé, il va évoluer vers la séparation des phases. Les gouttelettes fusionnent

entre elle apres collision jusqu'a la séparation compléte des deux phases, le systéeme présentant
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alors une couche d'eau (plus forte densité) surmontée d'une couche huile (plus faible densité). les
forces impliqué dans ce phénomene sont essentiellement dues a la tension inter-faciale

importante qui se crée entre les deux liquides non miscibles (Elketroussi, 2018).

11.3.2. Classification
e Emulsion simple : émulsion eau dans huile (E/H) et émulsion huile dans eau(H/E) :
On parlera d'émulsion eau dans huile (E/H) si la phase discontinue est une phase grasse, et
émulsion huile dans I'eau (H/E) si la phase continue est constituée d'un liquide polaire associé

(d'ordinaire, il s'agit d'eau ou d'une solution aqueuse) (Amrouche, 2019) (Tableau 11)

Tableau 11 : Différents type d'émulsion simple (Djebbar, 2019)

Sens de I'émulsion Phase dispersée Phase dispersante Symbole
Emulsion huile dans I'eau = Lipophile Hydrophile H/E, L/H, O/W
émulsion de type aqueuse
Emulsion eau dan huile = Hydrophile Lipophile E/H, H/L, W/O

émulsion de type huileuse

e Emulsion I’huile dans I’eau
Le mélange est constitué de particules ou gouttelette lipophiles (L) ou huileuse (H)
dispersée dans une phase aqueuse (E) ou phase hydrophile (H). On parle encore d'émulsion

directe. On parle indifféeremment d'émulsion H/E ou L/H (Amrouche, 2019). (Figure 4)

Ermulsion huile dans eau
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Figure 4 : émulsion huile dans eau (Djebbar, 2019)
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e Emulsion I’eau dans I’huile :

On parle d'émulsion eau dans huile (E/H) ou hydrophile - lipophile (H/L). Dans ce type
d'émulsion ou la phase discontinue est la phase aqueuse (E) ou hydrophile. On parle encore
d'émulsion inverse. La phase continue ou dispersante est la phase grasse (H) ou lipophile (L)
(Amrouche, 2019). (Figure 5)

Emulsion eau dans huile
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Figure 5 : émulsion eau dans huile (Djebbar, 2019)

11.3.3. Caractérisation des émulsions
Pour caractériser une emulsion différents criteres doivent étre évalues grace a differents
méthodes :

e Le sens de I'émulsion (ou le type d’émulsion) se détermine a l'aide de test de la
goutte (ajout d'une goutte d'émulsion dans de I'eau ou de I'huile pour observer si
elle se disperse)

e Le diametre des gouttelettes dans la phase dispersées obtenu par granulométrie
Ainsi, on peut distinguer deux type d'émulsion : les émulsions mono disperses et
poly disperses. Une émulsion mono disperse contient une seule population de
gouttelettes de méme taille alors qu'une émulsion poly disperse contient plusieurs
populations de taille différents.

e Le rapport d'indice de réfraction entre la phase dispersee et la phase dispersante.

e La distribution de la taille des gouttelettes. celle -ci peut s'observer a l'aide d'un

microscope.
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e La stabilité d'une émulsion peut se mesurer a l'aide du Turcisant qui permet de
suivre I'évolution des gouttelettes en suspension (Caulette et al ., 2018 ) .

e Sa fraction volumique (Tableau 12)

Tableau 12 : Différents fraction volumique en fonction de type d'émulsion (Caullette et

al .; 2018)
¢ ( fraction volumique ) = volume de la phase dispersé / volume total Type d'émulsion
<0.02 Emulsion dilué
0.3< ¢ <0.74 Emulsion concentrée
>0.74 Emulsion trés concentrée

11.3.4. Role des émulsifiants

L'émulsifiant remplit deux foncions essentielles: d'une part, il diminue la tension inter-
faciale entre huile et 1’eau, réduisant ainsi l'instabilité thermodynamique du systéme, et d'autre
part, il forme un filme inter-faciale cohérent entre I'huile et I’eau, ce qui assure la stabilité
physique des gouttelettes. Ces deux fonction sont remplies grace a la capacité qu'ont les

émulsifiants a s'adsorber entre I'huile et I'eau (Elketroussi, 2018).

11.3.5. Application

e Emulsion alimentaire :

Les opérations des émulsifiassions sont mise en ceuvre dans le domaine alimentaire soit
pour améliorer des émulsions naturelles (exemple de lait entier), soit pour créer des émulsions a
partir de phase départ non dispersées. La formulation alimentaire se fait sur la base d'exigences
organoleptiques, parfois nutritionnelles. Les ingrédients alimentaires comportent souvent des
molécules participant a la stabilisation de I’émulsion, notamment des protéines, les éventuels
émulsifiants rajoutés doivent étre choisis dans la liste des additifs autorisé a des doses respectant
la réglementation. Presque toutes les émulsions alimentaires sont de type aqueux, a I'exception
notable du beurre et des margarines. Les sauces sont les émulsions alimentaires les plus proches
de I’émulsion modele, dans la relative simplicité de leur structure. La mayonnaise peut étre prise
comme exemple type d'émulsion alimentaire, sans oublier sa particularité d’étre une émulsion

concentrée de haute viscosité (Amrouche, 2019).
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I1.4. Ingredients de la mayonnaise

La mayonnaise est une sauce condimentaire obtenue en émulsionnant une ou plusieurs
huiles alimentaires dans une phase aqueuse constituée par du vinaigre. L'émulsion huile dans
I’eau étant produite en utilisant du jaune d’ceuf. La mayonnaise peut contenir des ingrédients

facultatifs conformément a la section (Anonyme, 2012).

e Huile: La fraicheur initiale de la mayonnaise est d'une importance primordiale. Elle est
étroitement liée a la qualité de I’huile. En effet, dans la mayonnaise, 1'huile est en contact avec
I'eau, l'air et la lumiere qui sont tous des facteurs bien connus pour leur action pro-oxydante. La
stabilité de I'huile a l'auto-oxydation est un critére important pour le choix de la mayonnaise. Les
traces métalliques apportées par les différents ingrédients (jaune d’ceuf, vinaigre) et additifs ainsi
que l'oxygene dissout, favorisent 1’auto-oxydation. En plus, les additifs ajoutés a la mayonnaise
ne seraient en mesure ni de réprimander ni de masquer les flaveurs d'une huile en voie

d'oxydation (de rancissement) (Kone, 2001).

e Jaune d’euf: Le jaune d’ceuf est utilise dans la fabrication de la mayonnaise
essentiellement pour ses propriétés émulsifiantes duesau complexe lécithine (33%)/protéine
(16%) (Kone, 2001). La lécithine est un lipide du jaune d'ceuf (30%). A cause de sa structure
(téte hydrophile et queue hydrophobe), elle est considérée comme tensioactif, c'est a dire qui

modifie la tension superficielle entre deux surfaces (Gastronomayo, 1901).

eSel : Dans le sel de cuisine (NaCl), les ions sodium (Na+) ont une charge opposée a
celles des groupes phosphates, les extrémités polaires des Iécithines. Le sodium neutralise donc
ces groupes chargés négativement. Au contraire, les ions chlorure (Cl-) neutralisent les charges
positives des atomes d'azote. Cela diminue les répulsions électrostatiques entre les tétes polaires

des micelles qui sont donc plus stables (Gastronomayo, 1901).

ePoivre: Le poivre napporte que des qualités gustatives a la mayonnaise

(Gastronomayo, 1901).
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e Moutarde: La moutarde apporte une quantité d'eau plus importante que celle de I'huile.
Par conséquent, elle permet la dispersion des micelles dans I'eau (Gastronomayo, 1901).

e Vinaigre: Il participe a la valeur gustative du produit fini et contribue & assurer une
certain propreté microbiologique (Kone, 2001).

I1.5. Production de la mayonnaise traditionnelle (domestique au ménage):

Au niveau domestique (et/ou traditionnelle), la mayonnaise est préparé en mélangeant
soigneusement le jaune d'ceuf, le vinaigre, I'huile, et les épices (surtout la moutarde) (Figure 6 ).
La mayonnaise faite de cette facon contient généralement 70 a 80% de matieres grasses (Shen et
al., 2011).

Mayonnaise

(-

Figure 6 : Préparation traditionnelle de la mayonnaise (Arnold, 2014)

I1. 6. Valeur nutritionnelle de la mayonnaise
La valeur nutritionnelle de la mayonnaise est étroitement liée aux ingrédients utilisés
durant la préparation (Mann et Truswell, 2002). Le tableau 13 montre la composition

biochimique de la mayonnaise.
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Tableau 13: Valeur nutritionnelle de la mayonnaise (Anonyme, 2012).

Valeur énergétique 721 kcal
(2965 kJ)
Protéines 1,29
Glucides 0,59
Lipides 79,39
Acides gras saturés 8,89
Fibres 0,29
Sodium 395mg

* Tous les ingrédients doivent étre de bonne qualité et convenir a la consommation;

* L'eau doit étre de qualité potable;

* Les ceufs et les produits a base d’ceufs doivent étre des ceufs de poule ou en provenir
(Anonyme, 2012)

11.7. Conservation:
La mayonnaise est conservée (conditionnée) dans des bouteilles et pots en verre ou en
plastique. Elle est conservee a des basses températures (réfrigérateur) durant le stockage et aussi

apres ’ouverture (Abou-salem et al. , 2008).

11.8. Qualité microbiologique de la mayonnaise

Les mayonnaises sont des produits relativement fragiles sur le plan microbiologique et
certains ingrédients dont particulierement le jaune d’ceufs frais est souvent contaminé. La
quantité d'eau disponible pour les micro-organismes et le pH constituent les facteurs clés pour la
stabilité de la mayonnaise. Un contrdle basé sur les bonnes pratiques de fabrication (GMP =
Good Manufacturing Practices) ainsi que sur la qualité des matieres premiéres, particulierement
les ceufs, est décisif pour la qualité du produit fini. Il ne faut, en outre pas oublier le controle de
I'air ainsi que des emballages utilisés (Kone, 2001).

La réglementation algérienne préconise la recherche de microorganismes cités dans le
Tableau 14.
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Tableau 14 : Critéres microbiologiques de la mayonnaise régis par I’Arrété interministériel du
2 Moharram 1438 correspondant au 4 Octobre 2016 fixant les critéres microbiologiques des
denrées alimentaires (J.O N°39 de 2 Juillet 2017).

Limite microbiologique UFC/g
Categories de denrées Micro-organismes

alimentaires m M
Germe aérobies a 30 10 10°
Levures et moisissures 102 103
Mayonnaise non Escherichia coli 10 102
stabilisee Staphylocoques a
coagulase + 10° 10°
Salmonella Absence dans 259
Levures et moisissures 10 102
Escherichia coli 4 40
Mayonnaise stabilisée Staphylocoques a 10 102
coagulase +
Salmonella Absence dans 259

m : nombre de germes présents dans 1g ou 1ml de produit analysé, qui correspond a la valeur en dessous de laquelle la qualité du
produit est considérée comme satisfaisante.
M : nombre de germes présents dans 1g ou 1ml de produit analysé, qui correspond a la valeur au dessus de laquelle la qualité du
produit est considérée comme inacceptable.
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Matériel et Méthode :
1. Objectif de I’étude :

Le présent travail se base sur ’étude de I’effet d’incorporation des huiles essentielles ou
de la poudre de la plante de Thymus wvulgarise L. sur la qualité organoleptique,
physicochimique et microbiologique de la Mayonnaise. La formulation de cette derniere a été
fabriquée a I’échelle du laboratoire de Microbiologie de la faculté SNV.

2. Lieu de stage :
La partie pratique s’est déroulée entre 01 Janvier et 05 Juin 2023. Pendant cette période,
nous avons réalisé quatre grandes parties :

e Extractions des huiles essentielles de la plante de Thymus vulgaris L au niveau
d’entreprise d’extraction des huiles essentielles de Tipaza (Hadjout).

e Analyses physicochimiques des échantillons (poudre, mayonnaise formulée) au
niveau de laboratoire de contrdle de la qualité et d’emballage de Diar el-Bahri
wilaya de Blida et laboratoire de PFE de I’'université Blida 1

e Analyses microbiologiques des échantillons (huile essentielle, poudre de la
plante et le produit , mayonnaise formulé¢) au niveau du laboratoire d’hygi¢ne de
la wilaya de Blida

e Et enfin évaluation de I’activité antimicrobienne des huiles essentielles de la
plante de Thymus vulgaris L en utilisant deux méthodes : Antibiose et CMI au

sein de laboratoire d’hygiene de la wilaya de Blida.

3. Matériel :
3.1. Matériel non biologique (voir annexe)
3.2.Matériel biologique :
A . Echantillons de la plante Thymus vulgaris L.:
Notre étude porte sur I’espéce Thymus vulgaris L. récoltée dans la région d’Ain Defla (a
la montagne de Boumedfaa ) durant le mois de Décembre 2023. La plante a été authentifiée

au niveau du département de botanique d’Institut National d’ Agronomie (I.N.A.) d'Alger.




Partie Pratique Matériel et Méthode

Figure 1 : La plante de Thymus vulgaris L. récoltée dans la région d’Ain Defla

La zone d'étude est située dans la région Boumedfaa localisée au nord-Est de la wilaya
d’Ain-Defla (Figure 2)

Figure 2 : Localisation géographique des échantillons prélevés dansla

région Boumedfaa (Wilaya Ain Defla)

La localisation géographique avec la texture du sol des deux stations d’étude est donnée

dans le Tableau 1:

Tableau 1: Localisation et texture du sol de la station d’étude.

Altitude(m) par rapport au

Station Texture du sol Latitude  Longitude )
niveau de la mer
5 of Sols 36°22 13”7 2° 28 35"
oumedfaa
argilo-limoneux Nord Est 980m

Dans la région d’Ain-Defla, les températures et les précipitations moyennes annuelles
sont respectivement :T= 18.03°C et P=380.7 mm. Il en résulte un indice d’aridité de
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DERMARTONNE est de 13.58. On en conclue que le climat de la région d’Ain Defla est

de type semi-aride.

B. Microorganismes utilisés :

Afin d’étudier le pouvoir antibactérien des échantillons de Thymus vulgaris L., nous

avons utilisé des souches de référence. lls sont obtenus par le laboratoire d’hygiéne. Ces

souches proviennent de I’Institut Pasteur d’Alger. Ils sont en tout 06 souches (voir tableau 2)

Tableau 2 : 06 souches de référence

Nom de I’espece bactérienne

Le numéro de code

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
Staphylococcus aureus ATCC 6538
Escherichia coli ATCC 8739
Salmonella ATCC 700623
Candida albicans ATCC 10231
Aspergillus niger ATCC 6275

4. Méthodes utilisées :

Durant notre stage pratique, nous avons utilisé les méthodes citées dans le tableau 3

Tableau 3 : Les méthodes utilisées

Numéro de| Méthode Détails sur la méthode

la

méthode

01 Préparation des échantillons | Poudre de Thymus vulgaris L.
de Thymus Huile essentielle extraite selon la méthode
vulgaris L. d’hydro distillation

02 Contrdle de la qualité des Analyse physicochimique (uniquement la
Echantillons de Thymus poudre )
vulgaris L. préparés Analyse microbiologique

03 Evaluation de I’activité Activité antimicrobienne des huiles

biologique

essentielles et de la poudre du

Thymus vulgaris L. selon deux méthodes :
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Antibiose et CMI

04 Formulation de la Mayonnaise a été préparée suivant

mayonnaise Evanuarini

et al. (2016) avec modification.

05 Controle de la qualité des | Analyse sensorielle, physicochimique et
Echantillons Microbiologiques des

formulés de la Mayonnaise | échantillons de Mayonnaise

4.1 : Préparation des échantillons de Thymus vulgaris L.
4.1 .1: Préparation de la poudre de Thymus vulgaris L.
Apreés la récolte, les différentes parties de la plante Thymus vulgaris L. ont été rincées
puis séchées a 1’abri de la lumicre pendant 03 a 06 jours. Apres nous avons broyé toutes les
parties de la plante avec un moulin a café jusqu'a ce qu'une poudre fine ait été obtenue. Cette

derniére a été conservée dans une bouteille de verre jusqu'a l'usage.

Thym séché Broyage avec moulin a café Poudre

Figure 3 : Préparation de la poudre de Thymus vulgaris L.

4.1.2. Extraction des huiles essentielles :

Parmi les différentes techniques d’extraction des plantes aromatiques ; nous avons opté
la méthode d’hydro-distillation, les principales raisons de cette technique sont liées a la
facilité de mise en ouvre du procédé et pour la qualité des huiles essentielles obtenues.

Cette technique est simple ; peu couteuse et n’a pas une influence sur I’environnement
puisqu’elle ne requiert aucun produit toxique.

Préparation d’échantillon des huiles essentielles du Thymus vulgaris L. :
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La récupération d’échantillon de I’huile essentielle par hydro-distillation a été effectuée

au laboratoire d’entreprise « yazro ». Nous avons utilisé un matériel frais.

e Dispositif d’extraction :

L’appareil utilis¢ pour I’hydro distillation est de type clevenger. Il est constitué¢ d’une
chaudiere qui permet la distribution homogéne de la chaleur ; 1’alambic ou on place les
feuilles fraiches et 1’eau distillée ; une colonne de condensation de la vapeur (réfrigérant) qui
vient de I’échauffement du ballon ; un collecteur (la sancil) qui recgoit les extraits de la
distillation.

e Mode opératoire :
Il consiste a immerger directement presque 1.3KG du mateériel végétal a traiter dans un
lambic du 5 | ; rempli avec de I’eau distillée qui est ensuite porte a ebullition
Pendant 3h a 4h. Les vapeurs hétérogénes formées dans le serpentin sont condensées sur
une surface froide qui est celle de réfrigérant ainsi la séparation eau — essence s’effectue par
une simple différence de densite.
L’huile essentielle obtenue est conservée dans un tube hermétique bien fermée au

réfrigérateur a 4° ¢ jusqu’a son utilisation.
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Matériel végetal fraiche + Eau

Hydro
Distillation-chauffage

Vapeur + HE

Eau + Traces d'HE

<=: Condensation
——

Décantation

HE + Hydrolat

Séparation
Figure 4 : Etapes d’extraction de I’huile essentielle.

e Calcul du rendement des huiles essentielles :

Selon les normes d’AFNOR ; le rendement en huiles essentielles (RHE) est défini
comme ¢étant le rapport entre la masse d’HE obtenue apres 1’extraction (MH) et la masse de la
matiére végetale utilisée (Mmv) séche ou fraiche.

Le rendement est exprimé en pourcentage et donné par I’expression suivante :

RHE (%) = (ME /Mmv) * 100

ME : la masse d’huile essentielle en gramme

Mmv : la masse de la matiére végétale utilisée en gramme.
RHE : rendement en huiles essentielles.

e Volume d’huile essentielle :

Le volume de I’huile essentielle est déterminé grace a la graduation millimétrique de

I’éprouvette.
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4.2. Caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles :
L'appréciation des caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles consiste a

évaluer I’aspect, ’odeur et la couleur.

4.3. Analyses physicochimique des échantillons de la poudre de Thymus vulgaris
L.
4.3.1. Détermination de la perte de masse a 103°C « Humidité » : selon la
norme 1SO 1573 / NA 716
e Principe : chauffage d’une prise d’essai de la poudre dans une étuve a 103+ 2°C
jusqu’a masse constante.
e Mode opératoire :
1-Introduire le vase a peser dans 1’étuve réglée a 103+ 2°C pendant 1h (le vase a peser,
son couvercle enlevé et placé a ses cotés). Apres cette durée, laisser refroidir dans le
dessiccateur, mettre le couvercle et peser a 0,001g pres.
2-Préparation de I’échantillon pour essai : bien mélanger 1’échantillon.
3-Prise d’essai : peser a 0,001g prés dans le vase a peser 4g de I’échantillon.
4-Introduire dans I’étuve réglee a 103+ 2°C, le vase a peser et son contenu ( le
couvercle enlevé et placé a ses coté) durant 6h. Laisser refroidir dans le dessiccateur, mettre le
couvercle et peser. Remettre le vase et son contenu dans 1’étuve et chauffer a nouveau
pendant 1h. Laisser refroidir et peser a nouveau. Recommencer ces opérations, si nécessaire,
jusqu’a ce que la différence entre deux pesées successives ne dépasse pas 0,005g.

5-effectuer deux déterminations séparées sur le méme échantillon pour essai.

e Expression des résultats : mode de calcul et formule :
La perte de masse a 103°C (humidité) exprimée en pourcentage en masse de

I’échantillon est donnée par la formule :

Humidite %= (mo — m1)x(100/mo) 1)
ou,
Mo est la masse, en grammes de la prise d’essai;
my est la masse, en grammes, de la prise d’essai séchée.

Prendre comme résultat la moyenne arithmétique des deux déterminations effectuées.

4.3.2. Détermination des cendres totales : selon la norme ISO 1575 (1987)/ NA
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717

e Définition : Cendres totales : résidu obtenu apres incinération a 525+25°C dans les
conditions spécifiees dans la norme 1SO 1575/ NA 717.

[ ]

e Principe : Destruction des matieres organiques par chauffage a 525+25°C jusqu’a
masse constante.

e Mode opératoire :

1-Préparation de la capsule : introduire la capsule dans le four réglé a 525+25°C et
laisser pendant 1h. Laisser refroidir dans le dessiccateur. Aprés refroidissement, peser a
0,001g pres.

2-Prise d’ Prise d’essai : peser a 0,001g pres dans la capsule préparée, environ 5g de
I’échantillon.

3-Chauffer la prise d’essai, dans la capsule, a une température voisine de 100 °C jusqu’a
¢limination de 1’eau. Introduire la capsule dans le four réglé a 525 + 25 °C et 'y laisser
jusqu’a ce que les cendres soient visiblement exemptes de particules charbonneuses (une
période d’au moins 2 h est généralement nécessaire). Laisser refroidir, puis humecter les
cendres avec de I’eau distillée, sécher sur le bain d’eau bouillante puis sur la plaque
chauffante. Remettre la capsule dans le four et I’y laisser séjourner 60 min, laisser refroidir
dans le dessiccateur et peser. Chauffer a nouveau dans le four durant 30 min, laisser refroidir
et peser; recommencer ces opérations, si nécessaire, jusqu’a ce que la différence entre deux
pesées successives ne dépasse pas 0,001 g.

Effectuer deux déterminations séparées sur le méme échantillon broye.

Conserver les cendres totales pour la détermination éventuelle des cendres solubles dans

I’eau et des cendres insolubles dans ’eau ou des cendres insolubles dans ’acide.

e Expression des résultats : mode de calcul et formule :

Les cendres totales, obtenues a partir de 1’échantillon broyé, exprimées en pourcentage
en masse par rapport a la matiere seche, sont données par la formule :

Cendres totales % = m; x (100/ mp)x (100/RS) (2)

ou,
Mo est la masse, en grammes, de la prise d’essai;
m;y est la masse, en grammes, des cendres totales;
RS est la teneur en matiere séche, en pourcentage en masse, de 1I’échantillon broy¢ ;

Prendre comme résultat la moyenne arithmétique des deux déterminations effectuées.
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4.3.3. Déetermination des cendres solubles et insolubles dans I’eau : selon lanorme ISO
1576 (1988)
e Définition :  Cendres solubles dans 1’cau : fraction des cendres totales dissoutes par
I’eau chaude, dans les conditions spécifiées dans la norme 1SO 1576 / NA.
Cendres insolubles dans I’eau: Fraction de cendres totales restant apres traitement par
I’eau dans les conditions spécifiées dans la présente Norme.

e Principe : Epuisement des cendres totales par I’eau chaude, filtration sur papier-filtre
sans cendres, incinération et pesée du résidu afin de déterminer les cendres insolubles; calcul

des cendres solubles par différence.

e Mode opératoire : Ajouter aux cendres totales, dans la capsule, 20 ml d'eau distillée
(ou d'eau de purete au moins équivalente), chauffer au voisinage de I'ébullition et filtrer sur le
papier filtre. Laver la capsule et le filtre a I'eau distillée (ou de pureté au moins équivalente)
chaude, jusqu'a l'obtention d'un volume total (filtrat et eau de lavage) de 60 ml environ.
Remettre le filtre et son contenu dans la capsule, évaporer soigneusement I'eau au bain de
vapeur et incinérer dans le four a 525+ 25°C, jusqu'a ce que les cendres soient exemptes de
particules charbonneuses. Refroidir dans le dessiccateur et peser. Chauffer a nouveau au four
durant 30 min, refroidir et peser; recommencer ces opérations, si nécessaire, jusqu'a ce que la
différence entre deux pesées successives soit inférieure a 0,001 g. Noter la masse la plus
faible. Effectuer deux déterminations en utilisant les résidus obtenus lors des deux

déterminations des cendres totales.

e Expression des résultats - mode de calcul et formule :

- Cendres insolubles dans 1’eau : Le pourcentage en masse de cendres insolubles dans
I’eau, obtenues a partir de 1’échantillon broy¢, rapporté a la matiére séche, est donné par la
formule :

Cendres insolubles dans I’eau % = m x (100/mg)*(100/RS) (3)

ou,

Mo est la masse, en grammes, de la prise d’essai utilisée pour la détermination des cendres
totales;
m; est la masse, en grammes, des cendres insolubles dans I’eau;

RS est la teneur en matiére séche, en pourcentage en masse, de 1’échantillon broye,
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déterminée selon I’ISO 1572.
Prendre comme résultat la moyenne arithmétique des deux déterminations effectuées
-Cendres solubles dans 1’cau : Le pourcentage en masse de cendres solubles dans I’eau,
obtenues a partir de 1’échantillon, rapporté a la matiere seche, est donné par la formule :
Cendres solubles dans I’eau % = (mz-my)* (100/mg)x (100/RS) 4)
ou,
mo, M2 et RS ont la méme signification qu’en précédente formule; m; est la masse, en

grammes, des cendres totales.

4.3.4. Détermination des cendres insolubles dans I’acide : selon la norme 1SO
1577
¢ Définition : cendres insolubles dans I’acide : fraction des cendres totales obtenues
conformément a I’ISO 1575, restant apres traitement par une solution d’acide chlorhydrique
dans les conditions spécifiées dans la norme 1SO 1577.

e Principe : Traitement des cendres totales par une solution d’acide chlorhydrique,

filtration, incinération et pesée du residu.

e Mode opératoire :
Ajouter, aux cendres totales obtenues conformément a ’ISO 1575 et contenues dans la
capsule, 25 ml de la solution d’acide chlorhydrique. Couvrir la capsule, d’un verre de montre

pour éviter les projections, et porter et maintenir la solution a ébullition douce durant 10 min.

Laisser refroidir et filtrer le contenu de la capsule sur papier filtre. Laver la capsule et le
papier filtre avec de I’eau chaude jusqu’a ce que les liquides de lavage soient exempts d’acide
[essai avec la solution de nitrate d’argent]. Mettre le papier filtre et son contenu dans la
capsule, évaporer 1’eau avec soin sur le bain d’eau bouillante et chauffer dans le four, réglé a
525 + 25 °C jusqu’a ce que le résidu soit visiblement exempt de particules charbonneuses.
Laisser refroidir la capsule dans le dessiccateur et peser. Chauffer a nouveau dans le four
durant 30 min, laisser refroidir et peser; recommencer ces opérations, si nécessaire, jusqu’a ce
que la différence entre deux pesées successives ne dépasse pas 0,001 g. Noter la masse la plus
faible.

e Expression des résultats - mode de calcul et formule :

Les cendres insolubles dans I’acide, obtenues a partir de 1’échantillon broyé, exprimées

en pourcentage en masse par rapport a la matiere séche, sont données par la formule :
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Cendres insolubles dans I’acide % = m3 x (100/mg) x(100/RS)  (5)

ou,
Mo est la masse, en grammes, de la prise d’essai utilisée pour la détermination des cendres
totales ;
ms est la masse, en grammes, des cendres insolubles dans I’acide;

RS est la teneur en matiere seche, en pourcentage en masse, de 1’échantillon broyé.

4.4. Analyses microbiologiques des échantillons de Thymus vulgaris L

Les analyses microbiologiques visent a la recherche et le dénombrement de la
microflore a incidence sanitaire et technologique.

La sécurité alimentaire, dont la qualité microbiologique des huiles essentielles et de la
poudre de Thymus vulgaris L est une composante essentielle. Les analyses microbiologiques
sont un des moyens d’autocontrdle pour vérifier la conformité de I’hygiéne des échantillons
analyses par rapport a la réglementation.

Les micro-organismes recherches dans la poudre sont indiqués au tableau 4.

Tableau 4 : Critéres microbiologiques des herbes séchées régis par Arrété
interministériel du 2 Moharrem 1438 correspondant au 4 octobre 2016 fixant les criteres

microbiologiques des denrées alimentaires. (JORA N°39 de 2 juillet 2017).

Micro-organismes Limites

)

microbiologiques

5

E m M
o

£  Germes aérobiesa 30°C  10° 10°
[&]

§ Coliformes thermo tolérants 10 102
@ Moisissures 10° 10°
D

§ Anaérobies sulfito 10 102
g reducteurs

2

2 Salmonella Absence dans 259

m : nombre de germes présents dans 1g ou 1ml de produit analysé, qui correspond a la valeur
en dessous de laquelle laqualité du produit est considérée comme satisfaisante. M : nombre
de germes présents dans 1g ou 1ml de produit analysé, quicorrespond a la valeur au dessus de

laquelle la qualité du produit est considérée comme inacceptable
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Les analyses microbiologiques réalisées sur la poudre et I’'HE sont données par le
tableau 5 (Méthodes utilisées, incubation et lecture).

4.4.1. Préparation des dilutions :

A. Dilution de la poudre : On prépare la solution mére en diluant 10g de poudre dans
90ml du bouillon TSE (Tryptone Sel Eau) : rapport de dilution 1 :9 (JORA N°63 de 2016).

On prépare les solutions décimales a partir de la solution mere .A I’aide d’une pipette,
on prend 1 ml de la solution mére (considérée comme dilution 1071), et on le met dans un tube
a vis stérile, on y ajoute 9ml de TSE ( Tryptone Sel Eau) et on homogénéise pour obtenir la
solution 1072, On répéte ces opérations, en utilisant a chaque dilution une nouvelle pipette
stérile, pour I’obtention d’une série de dilutions décimales, appropriée pour I’ensemencement

des milieux de culture (JORA N°63 de 2016).

B. Dilution de I’huile essentielle :
On prépare la solution A (Tween 80 + eau distillée) en diluant 1ml de Tween 80 dans 36ml
d’cau distillée dans un flacon stérile, qu’on agite et met dans 1’autoclave pour stérilisation a
120°C durant 27min. Pour préparer la solution mere on dilue 1 ml d’HE dans9ml de
solution A stérile. Les dilutions décimales (1072,10°%) sont préparées successivement ensuivant

les mémes étapes.

Tableau 5 : Analyses microbiologiques effectuées sur la poudre et I’huile essentielle

Germe Meéthodes Incubation Lecture

Germes aérobies a Ensemenceme 37°C Dénombrer les  colonies  blanches
30°C nten masse 24248h  lenticulaire
S
Coliformes Ensemenceme 42-44°C Dénombrer les colonies pourpres
thermo nten masse 48h entouréesd’un halo pourpre
-tolérants
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Moisissure et Ensemenceme 25°C levures: dénombrer les colonies rondes et
slevures nten surface 4 a5 jours |enticulaires, en profondeur.
Moisissures: dénombrer sur la surface,
les propagules ou les colonies rondes et
lenticulaires ou présentant des
fructifications
colorées et des formes de sporulation.
Anaérobies Ensemencement 37°C Dénombrement de colonies
sulfito en masse 48h caractéristiques de couleur noire. Calcul
-réducteurs (ASR) (dan du nombre de bactéries par millilitre ou
sdes tubes : 2 par gramme d’échantillon, a partir du
tubesavec la nombre de colonies obtenues sur les
solutionmeére et tubes.
2 tubesavec la
dilution
1072)
Salmonella RV : 37°C Présence d’un trouble/noircissement
Enrichissement  24h dumilieu
sélectif
dan
smilieu liquide 1
tube (107")
XLD: 37°C Présence de colonies rouges a centre noir
Ensemencement /24h
en surface,
parstries

4.4.2. Recherche et dénombrement des micro-organismes :

A. Recherche et dénombrement des germes aérobies a 30°C:

e Milieu de culture : gélose trypticase soja (TSA)

e Mode opératoire : au sein de la zone stérile, on disperse 1 ml de la dilution au fond

de chaque boite Pétri vide (3 boites pour 3 dilutions : 1071,1072,1073), on coule la gélose en

surfusion (45 °C) dans les boites puis on mélange avec précaution par rotation lente et on

laisse la gélose se solidifier, avant incubation a 37°C pendant 24 a 48h.
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B. Recherche et déenombrement des coliformes thermo-tolérants :

e Milieu de culture : milieu lactosé biliée au cristal violet et au rouge neutre (VRBL)

e Mode opératoire : on suit les mémes étapes précédentes. Incubation a 42-44°C
pendant 48h.

C. Recherche et dénombrement des moisissures et des levures :

e Milieu de culture : Gélose a l'oxytétracycline glucose (OGA)

e Mode opératoire : on coule la gélose en surfusion (45 °C) dans les boites (3 boites
pour 3dilutions : 1071,1072,1073) et on la laisse se solidifier ; on préléve, avec une pipette
stérile, 1 ml de la dilution qu’on met sur la surface de la gélose solide ; étaler le liquide sur la
surface de la boite de gélose avec une pipette stérile en forme rateau jusqu’a ce que le liquide
soit entierement absorbé par les milieux. Incuber les boites, couvercles en haut, a 25°C
pendant 4 a 5 jours (JORA n°52 2015).

D. Recherche et dénombrement des anaérobies sulfito-réducteurs (dans la
poudre):

e Milieu de culture : Viande Foie (VF) + additifs (sulfite de sodium + alun de fer)

e Mode opératoire : Prendre 2 tubes stériles. A 1’aide d’une pipette stérile, transférer
dans chaque tube 1 ml de suspension mere. Prendre deux autres tubes stériles. A 1’aide d’une
nouvelle pipette stérile, transférer 1 ml de la dilution 1072 dans un tube a vis, on met les tubes
fermés dans un bain marie (80°C pendant 10min), en les sortant, on les met sous 1’cau froide
du robinet (le choc thermique est réalisé pour éliminer les formes végétatives de bactéries
formant des spores et/ou les bactéries non sporulées) ; apres, on coule la gélose VF+additifs
dans les tubes (11ml),on ferme et homogénéise, avant incubation a 37°C pendant 24 a 48h
(JORA n°51- 2013).

E. Recherche la Salmonella :

Afin de rechercher Salmonella, on procéde a une méthode de 3 phases selon la norme
EN ISO 6579.

-La premiere phase consiste en une revivification grace a la réalisation d’une suspension
mere de pré-enrichissement, dans laquelle 1’échantillon dilué¢ au dixiéme Le bouillon TSE a
été utilisé comme diluant.

- La deuxiéme étape consiste en un enrichissement des Salmonelles par I’entremise d’un

milieu dit « sélectif » dont la formulation a été spécialement mise au point pour favoriser la

B
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multiplication de celles-ci au détriment de la flore compétitrice. Le milieu d’enrichissement
Rappaport-Vassiliadis (RV) est le plus utilisé étant donné son excellente sélectivité due a son
haut pouvoir osmotique, & son pH bas, a sa faible teneur en éléments nutritifs et au fait que les
Salmonelles offrent une résistance importante au vert de malachite contenu dans ce milieu,
incuber a 37°C pendant 24h.

- Les méthodes prévoient ensuite un isolement, qui consiste en un étalement sur boites
de Pétri contenant également des milieux sélectifs. Cela permet de visualiser les colonies
caractéristiques, dont le nombre aura été considérablement augmenté durant les phases
précédentes. Le milieu qui a été utilisé est la gélose XLD (xylose-lysine-
désoxycholate).Aprés une incubation a 37°C pendant 24h, on recherche des colonies rouges a
centre noir (Ben Salem, 2007).

4.5. Evaluation de I’activité antimicrobienne de I’huile essentielle et de poudre de Thymus
vulgaris L en milieu solide
4.5.1. Méthode Antibiose : En milieu solide
L’évaluation de D’activité antibactérienne des extraits de Thymus vulgaris L. a été
réalisée selon la méthode de diffusion par disque sur gélose (NCCLS, 2002). Nous avons
choisi d’évaluer nos extraits sur un panel représentatif de bactéries Gram (-) et Gram (+). Les
germes qui ont été testés pour déceler I’activité antimicrobienne des échantillons de Thymus

vulgaris L. sont donnés par le Tableau iii2.

-But : Cest une méthode quantitative, permettant de tester I'existence de lactivité
antimicrobienne, qui se traduit par la formation d'une zone d'inhibition autour de la source a caractére

antimicrobien.

-Principe : Elle consiste a utiliser des disques buvards ; imprégnés dans la substance a tester
a une dose bien déterminée. Les disques sont déposés a la surface d'une gélose uniformément
ensemencée avec une suspension des germes utilisés. Apres 24 heures d'incubation, il s'établit un
gradient de concentration de la substance a tester, l'interaction entre les germes et cette derniere
s'exprime par une zone d’inhibition (Amhis, 2001). Puis on mesure les diamétres des éventuelles
zones d’inhibition observées autour des disques (Loubaki et al. 1999, a). Plus le diamétre de la ZI est
grand, plus que les souches sont sensibles a la substance. Plus qu'il est petit, plus qu'elles sont

résistantes (Faucher et al, 1997).

B
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-Protocole expérimentale : Travail s’effectue dans des conditions aseptiques, a coté du bec
benzene entouré du matériel stérilisé auparavant et déposé sur une paillasse bien nettoyées avec I’eau

de javel.

1. Préparation de I’'inoculum

a- Bactérien

L’inoculum est préparé a partir d’une culture de 18 heures sur milieu d’isolement
comme suit : cinqg colonies bien isolées et parfaitement identiques sont raclées a 1’aide de
I’anse de platine puis déchargées dans 10 ml d’eau physiologique stérile a 0,9%. La
suspension bactérienne est ensuite homogénéisée. Son opacité doit étre équivalente a 0,5 Mc
Ferland ou a une DO de 0,08 a 0,10 & 625 nm pour les bactéries. L’inoculum peut étre ajusté

en ajoutant de la culture s’ilest trop faible, ou bien de 1’eau physiologique s’il est trop fort.

b- Levurien

A partir d’une culture pure, on préléve une colonie bien isolée de Candida albicans que
I’on ensemence sur un milieu Sabouraud liquide incubé a 30°C pendant 18 h. On effectue
ensuite des dilutions jusqu’a 1’obtention de 10° cellules/ml c'est-a-dire DO varie entre 0,12 et

0,15 a la longueur d’onde A= 530 nm pour les levures (turbidité équivalente a 0,5 McFarland)

c- fongique
On préleve 3 a 4 disques d’agar de 5 mm de diamétre avec la manche de la pipette
Pasteur, a partir de la périphérie d’une culture fongique pure. Les disques sont ensuite déposés

a la surface du milieu gélose Sabouraud et incubés a 25°C, pendant 3 a 4 jours.

2. Préparation des dilutions des extraits du Thymus vulgaris L :

¢1000ug la poudre de Thymus vulgaris L. a été mélangée avec 10mL de DMSO ; la
concentration est de 100 pg/ml. (100%)

¢500ug de la poudre de Thymus vulgaris L a été mélangé avec 10ml de DMSO ; la
concentration est de 50 ug/ml. (50%)

¢0.5 ml de I’huile essentielle de Thymus vulgaris L a été mélangé avec 0.5ml de
DMSO pour avoir une concentration de 50% d’huile essentielle.

e Huile essentielle (100%)

3. Ensemencement
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-Couler 15 ml de la gélose Mueller —Hinton (pour les bactéries) et Sabouraud ( pour les
champignons et les levures) sur les boites de pétri (25 mm ) et laisser refroidir & la
température ambiante.

- L’ensemencement des bactéries doit se faire dans les 15 minutes qui suivent la
préparation de I’inoculum a I’aide d’un écouvillon stérile. Ce dernier est trempé dans la
suspension bactérienne puis essoré en le pressant fermement sur la paroi interne du tube, afin
de le décharger au maximum. Apres ensemencement en frottant I’écouvillon sur la totalité de
la surface gélosé (le frottement se fait de haut en bas, en stries serrées cette opération est
répétée deux fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois)

-Les boites de Pétri contenant le milieu de culture approprié (milieu Sabouraud ) sont
ensemencées par la levure par écouvillonnage ou par un disque d'agar de 5 mm de diamétre

issue de chaque culture fongique (2 a 3 disques ensemences separément et en paralléle/boite).

4. Application des disques
1- Dép6t des disques imprégnes des extraits de poudre différentes concentrations
(100pg/ml et 50pg/ml) ou de 'HE (100% ou 50%) ; au centre de la gélose a I'aide d'une pince
permettant son adhésion sur la gélose (ensemencée soit par les bactéries, ou les champignons)
2- Dépbt des disques d’antibiotiques gentamycine , vancomycine pour les
bactéries ou econazole pour les champignons (témoin positif) et des disques imprégnés de
DMSO (témoin négatif) sur les boites ensemencées par les bactéries, et les champignons.
- Laisser diffuser pendant 30 minutes,
- Les boites renversées sont mises dans l'incubateur a 37°C pendant 24h (pour les

bactéries) a 30°C pour les levures et a 25°C pour les champignons .
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5. Lecture des antibiogrammes

La lecture des antibiogrammes a été faite par la mesure des diameétres des halos
d’inhibitions autour des disques a 1’aide d’un pied a coulisse. Les résultats sont exprimes par
le diametre de la zone d’inhibition et peut étre symbolisé par des signes d’aprés la sensibilité
des souches vis-a-vis des extraits (Moreira et al., 2005). La sensibilité aux différents extraits

est classée selon le diamétre des zones d’inhibition (Tableau 6).

Tableau 6: Estimation de la sensibilité des souches

Diamétre (mm) Activite antimicrobienne Souche
D<7 Nulle Reésistante
D [7-14] Faible Sensible
D [15-19] Moyenne Trés sensible
D>20 Forte Extrémement sensible

4.5.2- Détermination de la concentration minimale d’inhibition (CMI)
1- Préparation de I’inoculum

L’inoculum bacterien et fongique est préparé de la méme maniére que précedemment

2- Préparation des dilutions d’HE dans le milieu de culture

2,5 ml de tween 80 (c'est une polysorbate, hydrophile qui oriente les émulsions dans le
sens "huile dans I'eau”, autrement dit qui disperse la phase huileuse dans la phase aqueuse de
maniére obtenir une émulsion du type HE) sont ajoutés a 90 ml d’eau distillée. L’ensemble est
stérilisé a 120 °C pendant 15 mn (solution A). On prépare ensuite une solution mere contenant
9 ml de la solution (A) et 1 ml d’HE que I’on agite fortement en utilisant le vortex pour une
bonne dispersion de I’HE. A partir de cette dernicre, on prépare des dilutions successives avec
de 1’eau distillée. On obtient ainsi différentes concentrations en HE (10 & 107).

Dans des tubes a essai, on ajoute 13,5 ml du milieu Muéller-Hinton pour les bactéries
ou Sabouraud pour les champignons (Gélose en surfusion) a 1,5 ml de la solution mére et a
1,5 ml des diverses dilutions. On obtient ainsi des concentrations en HE dans le milieu de
culture de 101 4 10°.

Le tube témoin contenant 13.5 ml du milieu Muéller-Hinton et 1,5 ml de la solution A.




Partie Pratique Matériel et Méthode

Les tubes a essai et le tube témoin sont bien agités au vortex puis leur contenu est versé

dans des boites de Pétri.

3- Etape d’ensemencement

a- Ensemencement des Bactéries et Candida albicans

A la surface du milieu contenant les différentes dilutions d’HE, on ensemence les
bactéries ou la levure par écouvillonnage. Les souches sont ensemencées separément et en
paralléle & raison de 5 & 6 /boite de Pétri. Les boites sont ensuite incubées a 37°C pour les
bactéries pendant 24h et a 30°C pour la levure pendant 48H.

La lecture de la CMI est la plus faible concentration d’huile essentielle inhibant toute

croissance bactérienne ou d la levure.

b-Ensemencement des champignons filamenteux

Un disque d'agar de 5 mm de diamétre de chaque culture fongique pure et jeune est
déposé a la surface du milieu Sabouraud en présence des différentes concentrations en HE.
L’incubation se fait pendant 5 jours.

La CMI est la plus faible concentration d’HE inhibant toute croissance fongique.

4.6. Préparation des échantillons de la mayonnaise :
A. Ingrédients alimentaires :
Les ingrédients utilisés pour I’obtention des échantillons expérimentaux sont : I’huile
alimentaire de soja (67,3%), le jaune d’ceuf de poule(13,1%), le vinaigre a (10,9 %), la
moutarde (4,4 %), le sel(2,2%) , le sucre(2,2 %) et la poudre ou I’HE du Thymus vulgaris L..

B. Formulation de la mayonnaise :

Dans 1’objectif d’étudier I’'impact de 1’addition de poudre ou d’HE de Thymus vulgaris
L.sur la qualit¢ physicochimique, organoleptique et microbiologique d’une mayonnaise, 5
échantillons ont été préparés : 2 avec les taux de poudre 0,04% et 0,3%, 2 avec les taux d’HE
0,005% et 0,02% et 1 témoin.

Il est a signaler que la poudre et I’huile du Thymus vulgaris L. ont été mélangés a 1’huile
de soja avant la préparation de la mayonnaise pour éviter I’aspect granuleux et la forte flaveur
qu’ils peuvent donner a la mayonnaise. La masse de mayonnaise préparée est 500g pour

chaque échantillon.
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C. Préparation de la mayonnaise :
On préléve 5 échantillons de I’huile de préparation (100g pour chaque échantillon), on
ajoute a 4 d’entre eux la quantité de poudre ou d’HE nécessaire pour 1’obtention des taux

définis au Tableau 7 .On agite pour bien mélanger.

Tableau 7 : Les échantillons préparés

Echantillon Masse de poudre ou d’HE Masse d’huile () Taux (%) de la
de T.vulgaris L. (9) poudre ou ’HE

MZT (témoin) 100 -

MZ1 0,03 gd’HE 100 0,005

MZ2 0,12g d’HE 100 0,02

MZ3 0,2 g de poudre 100 0,04

Mz4 1,5 g de poudre 100 0,3

La mayonnaise a été préparée en suivant la méthode d’Evanuarini et al. (2016) avec
modification. On mélange le sel, le sucre, la moutarde avec le jaune d’ceuf a 1’aide d’un
mixeur a sens unique. On ajoute le vinaigre puis 1’huile de soja mélangée précédemment avec
la poudre ou ’'HE du T.vulgaris. On regle la vitesse du mixeur au maximum jusqu’a
I’obtention d’une masse dense (Figure 5 ). Les échantillons de mayonnaise préparés ont été
places dans des boites alimentaires stériles en verre et conserves a temperature ambiante 25
+1°C.

4.6.1. Caractérisation et stabilité de la mayonnaise pendant le stockage :

Les analyses microbiologiques et physico-chimiques ont été effectuées sur les
échantillons de mayonnaise placés a 25 + 1°C apres 15 et 30 jours de stockage. Cependant, les
analyses sensorielles n’ont été effectuées qu’aprés 30 jours.La mayonnaise préparée a été

comparée a une mayonnaise commercialle (MZC).

4.6.2. Analyses sensorielles :

L'analyse sensorielle est extrémement importante dans la fabrication d’une mayonnaise.
Les indicateurs de la qualité organoleptique des échantillons de la mayonnaise ont été
déterminés selon les critéres suivants: couleur, odeur, saveur et texture. L'évaluation

organoleptique a été réalisée par un panel constitué de 10 dégustateurs.
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A. Paramétres sensorielles :

Dans notre travail, nous avons étudié les caractéristiques sensorielles suivantes :

e Odeur : L’odeur du produit est détectée par les récepteurs olfactifs dans le nez si elle
est agréable ou désagréable (Itab, 2019).

e Saveur : Elle est détectée apres la dégustation du produit par les bourgeons gustatifs
de la bouche, les saveurs qu’on peut déceler sont le sucré, salé, acide, amére et piquant
(Briand, 2018).

e Couleur : La couleur d’un aliment est importante dans le choix de ce que 1’on mange,
détectée par la vue (Toussain, 2003).

e Texture : L’analyse de texture consiste donc a analyser un produit alimentaire du
point de vue de la sensation ressentie lorsque ce produit est mis en bouche avant son ingestion
(Picard, 2013).

Mélange de
(huile +
poudre) avec
autres
ingrédients

Meélange avec mixeur

Poudre du T.vulgaris Huile +poudre

Echantillons de mayonnaise Mayonnaise mise dans les
boites

Figure 5 : Préparation de la mayonnaise avec la poudre de Thymus vulgaris L.
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B. Déroulement de I’analyse
Le panel sensoriel est composé de 10 dégustateurs. Ces derniers ne sont pas des
fumeurs et n’avaient consommé aucune nourriture ou boissons qui pourraient influencer leurs

perceptions pendant une période d'une heure avant I'analyse.

4.6.3. Caractérisation physico-chimiques des mayonnaises préparées :

Les analyses physico-chimiques des échantillons ont été effectuées au niveau du
laboratoire d’analyse Controle de la Qualité et de ’Emballage dans la commune de DIAR-
ELBAHRI wilaya de BLIDA, correspondant a la détermination des paramétres suivants:

A. Le pH.

B. Teneur en sel.

C. Teneur en humidité.

D. Teneur en matiere grasse.

A. Détermination du pH

La détermination du pH consiste a la mesure de 1’acidité ou de 1’alcanité d’un produit.
Dans notre étude, la mesure du pH est realisée avec un pH-metre en introduisant la sonde a
I’intérieur de I’échantillon. Le résultat est directement lu sur I’écran de I’appareil « NFV 05-

108(1970)», décrit par AFNOR (1982).

B. Teneur en sel (NaCl)
La présente méthode de détermination de la teneur en chlorure de sodium est applicable

a tous les corps gras.

e Principe
Apres avoir fait fondre la mayonnaise par 1’adjonction d’eau bouillante, en titre les
chlorures du mélange avec une solution titrée de nitrate d’argent (AgNO3), en présence de
chromate de potassium (k2CrO4) comme indicateur colorée, selon la méthode de MOHR

(1SO 885/1.02.2004).

e Mode opératoire
Peser a4 0,01 g prés approximativement 5 g de I’échantillon des un Erlenmeyer. Ajouter

avec précaution 100 ml d’eau distillée bouillante. Laisser reposer pendant 5 a 10 min, en
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agitant périodiquement jusqu’a ce que le mélange atteigne 50 a 55°C (température de dosage).
Ajouter ensuite sous agitation 2 ml de la solution de chromate de potassium. Titrer par la suite

avec la solution de nitrate d’argent jusqu’a ce que le virage a la couleur rouge brique persiste
pendant 30s.

La méthode se base sur la réaction entre les ions de Cl—et le nitrate d’argent AQNO 3. Le
chlorure d’argent se précipite.

Na'Cl"+ AgNO3; — AgCIl +NaNOs

Précipité blanc

Au point d’équivalence, une faible concentration en ion Ag+ provoque la coloration
au rouge brique du K2CrO4 (chromate de potassium).

K2CrO4+ 2 AgNO3 — 2 KNO3 + Ag>Cros

lRouge brique
e Méthode de calcul:

S

Mo : est la masse, en grammes, de la prise d’essai.

C. Détermination de la teneur en humidité

La méthode utilisée pour estimer la teneur en humidité est la méthode de dessiccation
par I’étuve a 103°C «NFT 60-306, Juin 1976», décrite par AFNOR (1982). Les matiéres

séches sont le résidu sec des produits alimentaires apres 1’évaporation de leur humidité qui
sera la différence entre la masse initiale et la masse finale du produit.
*Loi de calcul d’humidité totale:

Mo: masse de la capsule vide mq:masse finale
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D. Teneur en matiére grasse
D.1.Principe
Dissoudre 1’échantillon dans un solvant organique et en suite on posséde au sechage de

la matiére restante pour éliminer la teneur en eau (1SO : 3594 :1976).

D.2.Mode opératoire

_ Peser des creusets vides;

_ Peser a 0,001g preés, environ 5 ou 10 g de I’échantillon pour essai;
_ Mettre les échantillons sur une plague chauffante;

_ Ajouter 25 ml de solvant organique (éther ou éthanol);

_ Agiter bien et laisser reposer (nous avons répété 3 fois)

_ Récupérer le surnageant;

_ Introduit le reste dans I’étuve a 103°C pendant 2 h.

*Expression des résultats
La teneur en matiére grasse est déterminée selon la formule suivante :

S

S

4.6.4. Analyses microbiologiques :

Les analyses microbiologiques ont été réalisées afin d’évaluer la qualité

microbiologique de la mayonnaise.

A. Préparation de dilutions :

- La préparation de la solution mére se fait par introduction de 10 g d’échantillon dans
un flacon stérile contenant 90 ml de TSE (Tryptone Sel Eau) , puis homogénéiser le
mélange.

- A partir de la solution mere réaliser d’autres dilutions décimales, dont 1 ml de la
dilution précédente dans 9 ml de TSE (Tryptone Sel Eau) jusqu’a 1073, avec changement de

pipette entre chaque dilution.
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B. Recherche et dénombrement des différents micro-organismes :
1.Recherche de levures et de moisissures
2. Recherche et dénombrement des germes aérobies a 30°

3. Recherche et dénombrement des E.coli
4. Recherche et dénombrement de Staphylocoque a coagulase +

5. Recherche et dénombrement de salmonelle

4.7. Analyse statistique :
Le traitement des résultats obtenus a été réalisé par XLSTAT 2007 .
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Résultats et Discussion :
1. Calcul du rendement des I’huiles essentielles:

Les rendements en pourcentage des huiles essentielles trouvées du Thymus vulgaris L. de
la région d’Ain defla est de 1.38%

Ce résultat serait d0 a I'un des (ou aux) facteurs suivants :

- Aux précipitations et températures élevées de juillet a décembre de cette station et qui
sont favorables a une meilleure production d’HE,

- A la faible altitude en (m) de la station de Ain-Defla. Ce paramétre joue un réle positif
d’un meilleur rendement en HE comme cela a été rapporté par Rolet(1930) et Bellakhdar et
al.(1984),

- Et a son degré d'ariditeé plus faible qui implique un développement plus important de la
plante et donc un meilleur rendement.

Ce résultat trouve serait dd a I'un des (ou aux) facteurs suivants :

- Aux precipitations et températures élevées de juillet a décembre de la station de Ain-
Defla et qui sont favorables a une meilleure production d’HE,

- A la faible altitude en (m) de la station de Ain Defla . Ce parametre joue un réle positif
d’un meilleur rendement en HE comme cela a été rapporté par Rolet(1930) et Bellakhdar et
al.(1984),

- Au degré daridité plus faible qui implique un développement plus important de la plante
et donc un meilleur rendement.

- et probablement il est dut au chémotype de la plante (Garnero, 1975).

Le rendement trouvé de la région d’Ain Defla est supérieure a ceux de Thymus vulgaris et
Thymus satueioides (0 ,05% et 1,1%) trouveés par Eloualilalami (2013) et a celui trouve (0,9%)
par (Dob et al, 2006). Cependant il est inférieur a la valeur 2% établie par Haddouchi et al
(2009).

2. Caracteres organoleptiques des huiles essentielles de Thymus vulgaris L :
Les caractéristiques organoleptiques des HE de du Thymus vulgaris L.de la région d’Ain-
Defla obtenus par la méthode hydro distillation sont représentées dans la figure 6 et le tableau 8

Selon Afnor les résultats trouvés répondent aux normes AFNOR 1989
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Ain Defla

Figure 6 : Huile essentielle du thymus vulgaris L.de région d’Ain-Defla

Tableau 8: caractéristiques organoleptique de I’huile essentielle de Thymus vulgaris

L récoltées a Ain Defla

Origine Aspect Couleur Odeur
Huile essentielle du o _ R
] Liquide o odeur piquante et légerement
Thymus vulgaris ] Vert jaunatre o
) ] mobile épicee
(region d” Ain Defla)
Couleur Odeur caractéristique
Liquide traditionnellement  aromatique, phénolique
Norme Afnor (1989) .
mobile allant du brun au (thymol) avec un fond
brun-rouge légerement éepicé

3. Analyses physicochimique des échantillons de la poudre de Thymus vulgaris L.

Les parametres étudiés sont : perte de masse a 103°C « humidité », la teneur en cendres
totales, les cendres insolubles dans I’acide et les cendres insolubles dans I’eau.

L’humidité nous informe sur 1’état de conservation de la poudre. L humidité élevée
favorise la croissance des moisissures dans la poudre. La détermination de la teneur en cendres
totales aide a détecter les produits de qualité inférieure, les produits épuisés ou qui contiennent
un excés en matiére minérale. De méme, la teneur en cendres insolubles en acides donne une
idée sur la pureté du contenu inorganique totale, en déterminant s’il ya des cailloux, du sable et

des particules similaires qui affecte la qualité du produit.
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3.1. Humidité:

L’humidité nous informe sur 1’état de conservation de la poudre ; une humidité élevée
favorise la croissance des moisissures dans la poudre. Le taux d'humidité du thym broyé est
important & la fois pour la stabilité et la valeur gustative. 1l doit étre suffisamment sec pour éviter
une odeur et une saveur de moisi, tout en étant humide pour conserver le caractere optimal de
I'odeur et de la saveur (Khlifi, 2022).

Les résultats de I’humidité sont inférieurs aux valeurs standards selon 1SO 6754 : 1996
(Tableau 9). Cependant, elle est supérieure a celle trouvée par Yakhlef, G. (2010) qui est de
9,40% (+0,03). L’humidité supérieure a 10% ne peut pas assurer une bonne conservation, a

long terme, de la poudre selon Paris et Moyse, 1965.

Tableau 9 : Résultats de I’analyse physico-chimiques de la poudre du Thymus vulgaris

L.
Echantillon Spécifications chimiques du
thym séché (1SO 6754 : 1996)
Humidité (%) 10,49 +0,050 max 12,0
Les cendres totales (%) 9,07 £0,037 max 14,0
Les cendres insolubles dans I’acide (%) 1,28 +0,259 max 3,5

Les cendres insolubles dans I’eau (%) 7,30 £0,158

Les cendres solubles dans I’eau (%) 1,69 +0,078

3.2. Teneur en cendres :

La détermination de la teneur en cendres totales aide a détecter les produits de qualité
inférieure, les produits épuisés ou qui contiennent un exces en matiere minérale. De méme, la
teneur en cendres insolubles en acides donne une idée sur la pureté du contenu inorganique
totale, en déterminant s’il ya des cailloux, du sable et des particules similaires qui affecte la
qualité du produit (Eurolab, 2023).

Les reésultats du Tableau 9 montrent un taux de cendres total élevé de 9,07 +0,037, et
inférieur aux normes (max 14,0) 1SO 6754 de 1996. La teneur en cendres est considérablement

supérieure a celle de la poudre des feuilles de Moringa oleifera (2,38%).
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Les valeurs des cendres solubles dans l'eau étaient de 1,69 +0,078% et des cendres
insolubles dans l'acide de 1,28 +0,259%, respectivement. Ces derniéres valeurs sont inférieures
aux normes (max 3,5) fixés par ISO 6754 en 1996. Cependant les cendres insolubles dans
I’eau sont supérieurs aux valeurs des cendres solubles dans 1’eau et insolubles dans I’acide soit

7,30 +0,158%.

4.Analyses microbiologiques
Nous avons réalisé deux types d’analyse : Analyse microbiologique de la poudre et celle de
I’huile essentielle de Thymus vulgaris L. récoltée dans la région d’Ain Defla. Les résultats sont

donnés par les tableaux 10 et 11.
A . Poudre du Thymus vulgaris L. :
Les résultats microbiologiques de la poudre sont illustrés dans le tableau 10 et les figures

de 7et8

Tableau 10: Reésultats microbiologiques de la poudre Thymus vulgaris L.

Limites microbiologiques (UFC ™' /g ou UFC/mI)

m(2) V6
Germes Résultats Référenc
es
Germe aérobies 10° UFC/ml 10* 10° J.O.R.AN°
39.2017
Coliformes AB 10 10¢ J.O.R.AN°
thermotolérants S 39.2017
Anaerobies sulfito- 108 UFC/ml 10° 10° J.O.R.AN°
réducteurs 39.2017
Moisissures 11591UFC/m 10 10° JO.RAN°
| 39.2017
Salmonelle AB Absence dans JO.RAN°
S 259 39.2017

Unité formant colonie ; 2 m : nombre de germes présents dans 1g ou 1ml de produit analysé, qui correspond a
la valeur en dessous de laguelle la qualité du produit est considérée comme satisfaisante. M : nombre de
germes présents dans 1g ou 1ml de produit analysé, qui correspond a la valeur au dessus de laquelle la qualité

du produit est considérée comme inacceptable

Notre échantillon contient 1,7 x 10* de micro-organismes. Il est inférieur au nombre total
de micro-organismes trouvé dans I'échantillon de Thymus (1,2x 10°) découvert par Baxter et

Holzapfel (1982). les coliformes thermo tolérants et les salmonelles se montrent totalement
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absents dans la poudre du Thymus vulgaris L.. Ces résultats sont en accord avec les normes
(JORA N° 39/2017) et avec les résultats de Noor et al. (2013) sur les salmonelles. Cependant,

Sagoo et al. (2009) ont trouvé des niveaux élevés d'Escherichia coli (2,1 % et au moins 102
UFC/qg).
Le résultat des Germe aérobies (103 UFC/ml) correspond a la limite microbiologique a 30

°C. Cependant, l'analyse microbiologique des anaérobies sulfito-réducteurs et des moisissures a
révélé des valeurs supérieures aux normes données JORA No. 39.2017, qui sont de 108 UFC/m
et de 11591 UFC/ml, respectivement. Ces derniéres valeurs dépassent les limites
microbiologiques. Cela est probablement di aux conditions de stockage et une charge
microbienne initiale élevée. ( Figures 7 et 8 )( le reste des photos voir I’annexe )
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Fgure 7: Résultats microbiologiques des levures et des moisissures

10%/10 10%/10*

Figure 8 : Résultats microbiologiques des Anaérobies sulfito-réducteurs

E
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B . Huile essentielle de Thymus vulgaris L. :
Les résultats de la recherche bactériologique des germes de contamination sont
récapitulés dans le tableau 11 et les figures de 9 a 10 (le reste des photos dans I’annexe)

Tableau 11 : Résultats microbiologiques de I’huile essentielle de Thymus vulgaris L.

Types de micro- organismes Résultats Limites microbiologiques  Références

UFC/g ou UFC/ml

m M
Micro-organismes aérobies mésophile. ABS < <2x10? J.0.R.A N°16.2020
Totaux 10?
Levures et moisissures ABS <102 J.0.R.A N°16.2020
Escherichia ABS Absencedans1goulml J.O.R.AN°16.2020
coli
Salmonella ABS Absence dans 25 g J.O.R.AN°39

.2017

Les résultats obtenus dévoilent une absence totale des germes recherches ce qui explique
la bonne qualité hygiénique et microbiologique de huile essentielles.

Ce résultat trouve est dit a la richesse des huiles essentielles du Thymus vulgaris L. et
également d’autres huiles essentielles en composés monoterpéniques oxygénés (cétones,
aldéhydes, alcools éthers). Ces dernieres sont caractérisees par un potentiel important en activités
biologiques (antioxydantes, anti-inflammatoires, antiseptiques, antimicrobiennes, antivirales,
antifongiques, et bactéricides) (Dung et al., 2008). La majorité des substances sont incluses dans
la liste des substances GRAS (généralement reconnues comme sdres), ce qui les rend utiles en
tant que conservateurs naturels dans les entreprises agroalimentaires (Gachkar et al., 2007).

(Figures 04 et 05)(le reste des photos voir I’annexe)
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RVS (apres 24h) SM : solution meére
Figure 10 : Recherche des Salmonella dans I’'HE

E
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5. Evaluation de ’activité antimicrobienne :

L’activité antimicrobienne de la poudre et de I’huile essentielle du Thymus vulgaris L. a été
évaluée par la méthode de diffusion par disque et celle des huiles essentielles par la méthode
CMIL.

Les résultats relatifs a I’activité des bactéries et les champignons sont rapportés dans les
Tableaux de 13 a 16, les figures 11 et 13.

A. Méthode d’antibiose

Les diamétres des zones d’inhibition nous ont permis d’évaluer la sensibilité ou la
résistance des germes cible vis-a-vis des trois antibiotiques de référence, la poudre et de I’huile
essentielle du Thymus vulgaris L. La gentamicine (10 pg) est utilisée comme antibiotique de
contr6le des bactéries Gram-. La vancomycine (30 pg) est utilisée comme antibiotique de
controle des bactéries Gram+ et I’Econazole (1%) est utilis€ comme antibiotique de controle des
champignons.

Les diametres des zones d’inhibition (mm) ont été mesurés, y compris le diametre des
disques. Cette mesure est transcrite dans differents symboles proportionnels a l'activité (tableau
12) (Ponce et al.,2003 ; Biyiti et al.,2004).

Tableau 12: Transcription des valeurs des diametres d'inhibition

Inhibition Transcription Sensibilité
D < 8mm - Résistante
9mm >D < 14mm + Sensible
15mm >D < 19 ++ Assez sensible
D >20 +++ Trés sensible
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Tableau 13: photos originaux de 1’activité antimicrobienne de I’HE et la poudre de Thymus

vulgaris L. recolté dans la région Ain Defla

Souches  Activité antimicrobienne  Activité antimicrobienne Témoin
ATCC HE (50% /100%0) poudre (50% /100%0) ( Vancomycine /
Gentamicine

/econazole)

P. aeruginosa Salmonella

E.coli
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Candida albicans Stephylocoque aureus

Aspergillus niger

econazole ~

e
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Les huiles essentielles ( 100%) du Thymus vulgaris L. récoltée dans la région d’Ain Defla
se montrent avec une activité trés importante vis-a-vis des bactéries Gram+ , des Gram- et
surtout a I’encontre des champignons avec des diameétres d’inhibition allant de 27 mm a 70 mm.
En effet les bactéries gram- : E.coli ,les Salmonella, les S.aureus et surtout les Aspergillus
niger et les Candida albicans se montrent trés sensibles avec des valeurs respectives, 51,7
12,77 ; 54,03 +0,15 ;55,03 +0,15 ; 63,03 +0,15 et 70,03 +0,15. Les P.aeruginosa se révélent
sensibles avec des diamétres d’inhibition élevées 27,03 £0,15 mais ils sont moins importants par
rapport & ceux des 03 bactéries et des champignons.

Les huiles essentielles (50%) du Thymus vulgaris L. se dévoilent avec une activité
antimicrobienne importante et similaire a celle des huiles essentielles (100%) vis-a-vis des
bactéries et des champignons dont les diameétres d’inhibition oscillent de 27 mm a 68 mm.
Toutefois, les huiles essentielles (100%) se montrent avec un pouvoir antifongique trés élevé
vis a vis des Aspergillus niger (DI=63,03 £0,15) par rapport aux huiles essentielles (50%)(
DI=33,03 +0,15).

Les diamétres d’inhibition des bactéries Gram+,Gram- et des champignons généreés par les
huiles essentielles ( 100% et 50%) du Thymus vulgaris L. récoltée dans la région d’Ain Defla
sont tres nettement supérieurs a ceux produits par les antibiotiques : la gentamicine (10 ug) , la
vancomycine (30 ug) et I’Econazole (1%).

Par ailleurs, I’évaluation de I’activité antimicrobienne des poudres de Thymus vulgaris L.se

montre presque négligeable vis a vis de toutes les souches sans exception (figures 11et 12)
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Figure 11: Diametres des zones d’inhibition de la croissance des micro-organismes par I’'HE
(100%) et la poudre(100%), le DMSO et les antibiotiques de référence

80

B HE (50%)
M Poudre (50%)

B Gentamicine(10 pg)

M Vancomycine(30 pg)
H DMSO

M Econazole(1%)

Figure 12: Diamétres des zones d’inhibition de la croissance des micro-organismes par I’HE
(50%) et la poudre(50%), le DMSO et les antibiotiques de référence
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Beaucoup de Travaux scientifiques ont testé le pouvoir antimicrobien des huiles
essentielles de Thymus vulgaris L. Presque les résultats de la majorité des chercheurs confirment
le pouvoir antimicrobien des huiles essentielles de cette espece végétale dont les plus importants
sont les suivants :

Tardugno et al., (2018) ont montré activité antibactérienne tres élevée et significative
contre toutes les souches testées. Les valeurs d'inhibition variaient d’une souche a une autre, une
meilleure inhibition a été enregistrée sur les bactéries & Gram négatif E.coli dans les 24 h
d’exposition, avec une réduction de 104 ufc /ml (p < 0,03). Cependant, Al Magtari et al., (2011)
de T. vulgaris a montré une activité antibactérienne, légérement meilleure contre les S. aureus
par rapport au médicament de réference. Ce dernier a montré une activité antifongique plus
élevée que I'HE de Thymus vulgaris L., contre C. albicans et C. vaginalis. Nos résultats trouvés
sont similaires a ceux trouvés par Tardugno et al., (2018) et Al Maqtari et al., (2011)

Cheurfa et al., 2013 attestent par la méthode d’antibiose une forte activité antibactérienne
vis-a-vis de cing bactéries pathogeénes (Escherichia coli, Bacillus cereus, Citrobacter freundii,
Klebsiella pneumoniae et Staphylococcus aureus) responsables de gastroentérites dont leur
diametres d’inhibition varient de 22,00 a 45,00 mm. Ceux-ci suggerent que 1’utilisation de I’huile
essentielle de thym permettrait de mieux protéger I’homme contre les bactéries responsables de
gastroentérites.

L’huile de Thymus vulgaris L. témoigne d’une activité antibactérienne intéressante par
rapport a la concentration utilisée (1,5ul) surtout contre la bactérie Staphylococcus aureus. En
effet, la S. aureus, souche hautement pathogene et elle présente une sensibilité élevée a cette
huile. Cette grande activité antibactérienne peut étre reliée dans le cas de I’huile de Thymus
vulgaris a la présence du thymol qui est majoritaire. Ce composé phénolique est en effet connu
pour ses propriétés antimicrobiennes (Ettayeb et al., 2000).

Suivant Boukrif et Boukabous, 2019, I’huile de cette espéce était active sur trois souches
bactériennes (Escherichia Coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa) avec des
diametres d’inhibition variant entre 24mm et 34mm pour ’extrait brut et 13 mm a 32 mm pour
I’huile essentielle. Les Staphylococcus aureus c’est les souches les plus sensibles En effet , la
concentration minimale inhibitrice de ’extrait Brut de Thymus vulgaris vis a vis de Escherichia
Coli, est de 1/16, de Pseudomonas aeruginosa 1/32, par contre Staphylococcus aureus a présenté
une CMI de 1/8.
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Sidali et Hemmerling, 2014 ont trouvé que I’huile de I’espéce T. vulgaris a donné une
grande activité antifongique vis-a-vis de différentes souches fongiques, cette activité est due a
I’action du thymol composé majoritaire combinée avec celle des constituants présents a des
teneurs appréciables tels que y-terpinene, p-cymene et linalool.

Giordani et al., (2004) et Pina-Vaz et al. (2004) ont révélé que I’huile essenticlle de
Thymus vulgaris L. pouvait inhiber la croissance d’un certain nombre de souches fongiques dont
Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Aspergillus, Saprolegnia et Zygorhynchus. Cette
méme huile pouvait potentialiser 1’effet antifongique de I’amphotéricine B vis-a-vis de C.
albicans.

Errouissi et al., (2014) ont déterminé I’effet antibactérien des huiles essentielles par la
méthode de diffusion sur gélose Muller-Hinton pour les bactéries Staphylococcus aureus,
Escherichia coli et Pseudomanas aeuroginosa. Les résultats mettent en évidence que I’huile
essentielle a manifesté une activité vis- a-vis des bactéries : E.coli et S.aureus.

Selon Mann et al., (2000) la souche de Pseudomonas aeruginosa se montre moins
sensible par rapport aux Gram- , Gram+ et les champignons. , cela est lié a leur grande capacité a
développer des résistances vis-a-vis de nombreux agents antimicrobiens, d’ou leur implication
fréquente dans les infections hospitalieres.

Selon Yakhlef et al., (2011), concernant la levure Candida albicans, un seul antifongique

(nystatine = Mycostatine®) a été utilisé et la zone moyenne d’inhibition est de 16,09 + 1,15 mm.

B-Méthode Concentration Minimale inhibitrice CMI :

Des tests de détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) ont été
réalisé afin de préciser le caractére bactériostatique ou bactéricide de I’huile essentielle Thymus
vulgaris L

Les résultats des CMI d’huile essentielle sur les bactéries sont rapportés dans le tableau 14

Les valeurs de CMI obtenus, révelent I’inhibition des Gram + et des Gam- avec des CMI
107 tandis que les champignons s’inhibent avec des CMI 1073,

Nos résultats des CMI des Gram- sont semblables a ceux de Zaghib et al., (2010), qui ont
montré une sensibilité importante des bactéries gram- vis-a-vis des huiles essentielles de Thymus

hirtus L. Quoique ces derniéres se révélent moins actives a I’encontre des Gram+ (CMI 10%)
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contrairement a nos huiles Thymus vulgaris L qui se montres actives contre les Gram+ avec des
CMI 102,

Nos huiles essentielles se montrent plus actives sur les Gram+ et les Gram- que celles de
Haddouchi et al.(2009), qui ont indiqué que I’HE de Thymus fontanesii posséde un pouvoir
bactéricide contre les bactéries gram (-) et bactériostatiques contre les bactéries gram (+).Cette
sensibilité supérieures vis-a-vis des bactéries gram(-) par rapport aux bactéries gram (+) peut étre
expliquée par la relation structure- activite . (Zeghib, 2010; Haddouchi et al., 2009)

Selon les résultats de Cabral et al., (2009) la détermination de la concentration minimale
inhibitrice et bactéricide (CMI/CMB) a montré un effet inhibiteur sur les bactéries a Gram
négatif et a Gram positif. Les valeurs CMI et CMB sont de 1’ordre de 0.1 mg/ml pour les quatre
bactéries testées S.typhimurium ,L.monocytogenes, S.aureus et E.coli.

Les valeurs tres faibles des CMI démontrent que nos huiles essentielles Thymus vulgaris
L peuvent étre utilisées comme antiseptique et remeéde naturel aux infections a Gram+ et a

Gram- et comme conservateur en agroalimentaire.

Tableau 14 : Résultats de I’étude quantitative : détermination des Concentrations

minimales Inhibitrices (CMI) des huiles essentielles du Thymus vulgaris L

DC

10 10° 10° 10* 10°®

Les souches *

Salmonelle - - + n ;
p.aeruginosa - - + + +
E.coli - - + + +
S.aureus - - + + T
Candida albicans - - - + +
Aspergillus niger - - - + +
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Les souches bactériennes et fongiques testées vis-a-vis différentes concentrations d’HE

du Thymus vulgaris L. sont représentées dans les tableaux 15 et 16 ci-dessous.

Tableau 15: Photos des souches bactériennes testées vis-a-vis différentes concentrations

d’HE du Thymus vulgaris L.

Souches
bactériennes Dilutions: 10™,102,10°10* 10° et Témoin

testées

1-Salmonella

2-P.aeruginosa

3-E.coli

4-S.aureus
1-Salmonella
2-P.aeruginosa
3-E.coli

4-S.aureus

1-Salmonella

2-P.aeruginosa

3-E.coli

4-S.aureus

1,2,3,4 sont organisés du haut vers le bas dans les boites Pétri
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Tableau 16 : Photos des souches fongiques testées vis-a-vis différentes concentrations
d’HE du Thymus vulgaris L.

Souches Dilutions: , 10%,102,10%,10%,10° Témoin
fongiques
testées
1-Aspergillus

niger

2-Candida

albicans

1-Candida

albicans

2-Aspergillus

niger

1- Aspergillus

niger

2-Candida
albicans

1,2 sont organisés du haut vers le bas dans les boites Pétri
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6. Analyses sensorielles, physicochimique et microbiologiques de la mayonnaise
La mayonnaise a été préparée dans le laboratoire de Microbiologie de Blida selon la
méthode d’Evanuarini et al. (2016). Les résultats sensoriels, physicochimiques et

microbiologiques sont donnés par les tableaux 18, 19, 20, 21 et les figures de 13 a 15.

6.1. Analyses sensorielles de la mayonnaise:
Les échantillons de la mayonnaise analysés sont donnés par le Tableau 17

Tableau 17 : Les échantillons de mayonnaise analysés

Numéro des | 04 mayonnaises préparées (+ poudre ou huile essentielle)
Echantillons | Témoin positif et Témoin négatif

MzC Témoin positif : mayonnaise commercial

MZT Témoin négatif: mayonnaise préparee sans produits (poudre ou

huile essentielle)

MZ 1 mayonnaise avec 1 goutte (0,03g) d’huile essentielle Thymus
vulgaris L.

MZ 2 mayonnaise avec 4 gouttes (0,12g) d’huile essenticlle Thymus
vulgaris L

MZ 3 mayonnaise avec 0.2g de poudre Thymus vulgaris L.

MZ 4 mayonnaise avec 1.5g de poudre Thymus vulgaris L.

Les résultats de I’analyse sensorielle sont présentés dans le tableau 18.

Tableau 18: Résultats de I’analyse sensorielle des échantillons de mayonnaise

Echantillons |MZC MZT MZ1 MZ2 MZ3 Mz4

Texture 4,2+0,79 3,4+0,97 2,7+1,25 12,6+0,70 (3,3+1,43 |1,8+0,79
Couleur 4,3 +0,67 3,4+0,52 1,80 1,5+0,53 |2,3+1,16 |1,2+0,42
Odeur 4,2 +0,79 3,6+0,70 2,6+0,84 12,3+0,82 (3,4+0,84 |2,3+0,67
Saveur 4,4 +0,52 4,3+0,67 2,9+0,99 12,4+0,52 (3,2+0,92 |1,1+0,32

Les moyennes + écart-type
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Les résultats des analyses sensorielles des échantillons de mayonnaise, montrent
clairement que I'ajout de I’HE et de la poudre du Thymus vulgaris a induit des changements sur
les caractéristiques organoleptiques du produit fini.

L’analyse statistique des résultats montrent que les paramétres sensoriels ont été
significativement influencés par le type de I’extrait de Thymus vulgaris (poudre ou huile
essentielle). La dose de ’'HE ajoutée a MZ 1 et MZ 2 n’a pas eu une influence significative sur
I’odeur, la texture et la saveur, cependant, elle a eu un effet significatif sur la couleur de la
mayonnaise. La dose de la poudre ajoutée a MZ 3 et MZ 4 a eu un effet significatif sur tous les
parametres sensoriels de la mayonnaise.

Tenant compte des propriétés sensorielles analysées pour les différents échantillons, on
constate que parmi nos échantillons de mayonnaise MZT représente les meilleurs
caractéristiques organoleptiques suivi de MZ3 et enfin MZ1 .

La Figure 13 suivante récapitule I'ensemble des appréciations pour les criteres: odeur,

saveur , couleur , texture .

Texture
— MZC

—MZT
—MZ1

MZ 2
—MZ3
— MZ4

Saveur Couleur

Odeur

Les valeurs sont les moyennes des résultats de dégustation (nombre des dégustateurs = 10)

Figure 13: Profil sensoriel des échantillons de mayonnaise
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Selon le profil sensoriel des échantillons de mayonnaise, les caractéristiques de MZ1 sont
proches de celles de MZ2. La saveur est le critére dont nous avons enregistré les plus grandes
différences entre les échantillons.

Kishk and Elsheshetawy (2013) ont trouvé que I’addition du gingembre a la mayonnaise
a significativement (p<0,05) influencé les paramétres sensoriels et que les dégustateurs les ont
préféré au témoin. Selon EI-Kholany et al., (2016) les échantillons de mayonnaise préparés en
ajoutant les huiles essentielles de citronella, et de geranium étaient mieux classés que la
mayonnaise témoin par rapport a I’odeur et I’apparence. Généralement, plusieurs auteurs ont
observé que l'ajout d'huiles essentielles d'herbes aromatiques donner a la mayonnaise des

caractéristiques sensorielles supérieures.

6.2. Analyses physico-chimiques de la mayonnaise :
Nous avons effectué des analyses physico-chimiques sur la mayonnaise apres 15 jours et30 jours de
stockage dans un lieu sec et & température ambiante 25 + 1. Les propriétés physico- chimiques de la
mayonnaise additionnée avec la poudre ou huile essentielle de Thymus vulgaris L. telles que la

le p H ; la teneur en sel, ’humidité et la teneur en matiere grasse. (Tableau 19 et 20)

Tableau 19: Les résultats des analyses physico-chimiques des différents échantillons de

mayonnaise (apres 15 jours).

Echantillons MzC MZT MZ1 MZz2 MZ3 Mz4
pH 3,6 £0,06 3,7 £0,25 3,8+0,3 3,9 40,3 3,9+0,4 4 +0,2
Humidité 28,7 £0,2 26,5 +0,35 26,5+0,45 26,6 £0,3 26,8 £0,25 26,1 +0,3
Teneurensel 1,9 +0,26 6,5+0,2 7,3+0,2 7,410,2 6,9 +0,3 6,4 +0,26
Teneur en 72,3£1,53 61,7+£1,52 64,3+0,58 73 £1,52 65,5 1,5 63 1
matiere
grasse

Moyenne técart-type

Tableau 20 : Les résultats des analyses physico-chimiques des différents échantillons de

mayonnaise (apres 30 jours)
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Echantillons MzC MZT MZ1 MZ2 MZ3 Mz4
pH 3,6 0,06 3,5 0,15 3,4 0,2 3,5 0,2 3,5%0,25 3,8 £0,15
Humidité 28,7 +0,15 26,4 +0,35 26,5 +0,46 26,6 +0,3  26,7+0,25 26,1 +0,3
Teneur en sel 1,9+0,26 6,4 +0,3 7,3%0,1 7,4+0,15 6,7+0,66 6,4 +0,2
Teneur en 71,7+1,15 60,3 +0,58 63,7 +0,58 71 +1 64 +1 62 +2

matiére grasse

Moyenne +écart-type

e Détermination du pH :

La mesure du pH a été effectuée par un pH-meétre a une température 24+1°C.

4,1

pH

3,9

Mz C MZT

15 jours

m 30jours

Mz 2 Mz 3 MZ 4

Figure 14 : les valeurs du pH des différents échantillons de mayonnaise

D’aprés I’analyse statistique des resultats, la différence entre les valeurs du pH des

échantillons est non significative (p >0,05).Le p H a diminué aprés 30 jours de stockage pour

atteindre des valeurs entre 3,4 et 3,8. (figure 14)

Les valeurs du pH sont proches de celles des échantillons de la mayonnaise préparée par

I’huile des pépins de courge (entre 3,34 et 4,01) apres stockage (Rezig et al., 2022). Cependant,

elles sont inférieures aux valeurs de pH de la mayonnaise stabilisée par I’addition de la farine de

peau de banane (entre 4,65 et 4,78) ( Evanuarini et Susilo, 2020) et a ceux de la mayonnaise

77
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additionnée d’extrait de thym, extrait de lavande et extrait de romarin (4 a 5) (Gallego et al.,
2013) . Selon Gomes et al., (2017), le pH de la mayonnaise peu acide varie de 3.6 a 4.0. La
meilleure viscoélasticité et stabilité sont observées lorsque le pH est proche du point
isoélectrique du jaune d'ceuf. La surveillance du pH est indispensable pour assurer la qualité de la

mayonnaise, car une diminution du pH peut avoir un effet pro-oxydant.

e Teneuren sel :

Tene sel

7

6

5 .

4l

3 .

5 |

L

0 - T T T

MzZ C MZT MZ1 MZ 2 MzZ3

Figure 15: Les valeurs de la teneur en sel des échantillons de mayonnaise

M 15 jours

m 30jours

MZ 4

La dose de I'HE ajoutée a MZ 1 et MZ 2 n’a pas eu une influence significative sur la
teneur en sel, de méme que la dose de poudre ajoutée a MZ 3 et MZ 4. La mayonnaise qui
contient le moins de sel est MZC. La différence de la teneur en sel entre 15 et 30 jours de
stockage dans chaque échantillon est non significative.(Figure 15)

La teneur en sel de nos échantillons de mayonnaise est limitée entre 6,4 et 7,4 (%).

e Détermination de ’humidité :
L’humidité est un facteur qui influence la qualité de la mayonnaise, une humidité élevée

durant le stockage induit la lipolyse suivi par I’hydrolyse des lipides et I’accumulation des acides
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gras (Koczofi et al., 2008).

* Humidité

28,5

28

27,5 -

27 A

m 15jours

26,5
® 30jours
26
25,5
25
24,5 L T T T T T
Mz C MZT Mz 1 MZ 2 Mz 3 MZ 4

Figure 16 : Les valeurs de I’humidité des échantillons de mayonnaise

|

|

|

La dose de poudre a influencé I’humidité de la mayonnaise (MZ3 et MZ4). La différence
de ’humidité entre 15 et 30 jours de stockage dans chaque échantillon est non significative. Les
valeurs de ’humidité enregistrées sont inférieures a la norme BSN (1998) qui est de 30% au
maximum. La valeur d’humidité la plus élevée est celle MZC. (Figure 16)

Nos valeurs d’humidité sont supérieures en comparaison a ceux d’autres mayonnaises
formulées : la mayonnaise enrichie par les extraits de divers variétés de gingembre (la plus
élevée étant 14,85%) (Safitri et al., 2019), la mayonnaise additionnée de HE de citronella
(Cymbopogon nardus), et de geranium (Pelargonium graveolens) (21.81-21.96 %) (El-Kholany
et al., 2016). Cependant elles sont inférieures a ceux de la mayonnaise réduite en matiéres

grasses et enrichie en flaveur de cardamome (35,5%) (Gaikwad et al., 2017).

e Teneur en matiere grasse :
La matiere grasse a une influence positive sur la qualité organoleptique de la mayonnaise,

et lui confére une résistance contre la croissance microbienne (Safitri et al., 2019).
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80

Teneur en matiére grasse

B 15 jours
. m30jours
MZT Mz 1 MZ 2 Mz 3 MZ 4

Figure 17 : Les valeurs de la teneur en matiere grasse des échantillons de mayonnaise

Mz C

Parmi les échantillons analysés, MZ2 a la plus grande teneur en matiére grasse (73%) car
elle contient 4 gouttes (0,12g) d’HE. La dose de poudre dans MZ3 et MZ4 n’a pas eu d’influence
sur la teneur en matiere grasse. On remarque une faible diminution de la teneur en matiere
grasse aprées 30 jours de stockage. (Figure 17)

La teneur en matiéres grasse de MZ2 est proche de celle de la mayonnaise additionnée de
HE de citronella, et de geranium (72,4-72,5) (El-Kholany et al., 2016).

7. Analyses microbiologiques de la mayonnaise :
Les résultats de I’analyse microbiologique des échantillons de la mayonnaise sont

représenteés dans le Tableau 21 suivant :
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Tableau 21: Résultats des analyses microbiologiques de la mayonnaise

Stockage Micro-organismes Résultats Limites
(jours) microbiologique
s (ufc/g) ou

(ufc/ml)
(JORA n°39
2017)
MZ1 MZ?2 MZ3 MZ4 m M
15 jours Germes aérobies a 30°C 0 0 0 0 10* 10°
Levures et moisissures 0 0 0 0 107 10°
Escherichia coli 0 0 0 0 10 107
Staphylocoques a coagulase 0 0 0 0 10° 10°
;almonella ABS ABS ABS ABS Absence dans 25 g
30 jours Germes aérobies a 30°C 0 0 0 0 10” 10°
Levures et moisissures 0 0 0 0 10° 10°
Escherichia coli 0 0 0 0 10 10°
Staphylocoques a coagulase 0 0 0 0 10° 10°
JSraImoneIIa ABS ABS ABS ABS Absence dans 25 g

ABS : absence
Les résultats d’analyse obtenus, montrent une absence totale d’Escherichia coli,

Salmonella, Staphylocoques coagulase +, des germes aérobies et des levures et moisissures au
niveau des echantillons de la mayonnaise apres 15 jours de stockage.
Aprés 30 jours, les résultats montrent une absence totale des microorganismes. Les

résultats sont en accord avec ceux de Madi et Idir (2022).







Conclusion et Perspectives

L'objectif de notre étude était d'évaluer la qualité organoleptique, physico-chimique et

microbiologique d'une mayonnaise formulée en ajoutant de la poudre ou de I'huile essentielle
(HE) du Thymus vulgaris L. récoltée dans la région d'Ain Defla.

Nous avons utilisé une méthodologie qui nécessite des étapes aussi importantes les unes

que les autres pour atteindre I'objectif, ce qui nous a permis de tirer les conclusions suivantes:.
La région d'Ain defla a des rendements en pourcentage d'huiles essentielles de Thymus
vulgaris L. de 1,38%. La teneur en cendres totales (9,07%) et I'nhnumidité de la poudre (10,49).

L'analyse microbiologique de I'huile essentielle et de la poudre a révélé des nombres de
micro-organismes inférieurs aux limites microbiologiques, a l'exception des valeurs
supérieures aux normes pour les anaérobies sulfito-réducteurs et les moisissures dans la
poudre. Les huiles essentielles de Thymus vulgaris L. (100 % et 50 %) cultivées dans la région
d'Ain Defla possédent une forte capacité a combattre les bactéries. Les bactéries gram-
négatives (E. coli, Salmonella, Pseudomonas aeruginosa) et S. aureus (Gram+) sont inhibées
avec des diametres allant de 27 mm a 55 mm. De plus, elles inhibent Aspergillus niger et
Candida albicans avec des diametres d'inhibition de 63,03 +0,15 mm et 70,03 0,15 mm,
démontrant un pouvoir fongicide supérieur aux bactéries. Les poudres de Thymus vulgaris L.
ont presque aucune activité antimicrobienne contre toutes les souches microbiennes.

Les résultats des CMI d'huile essentielle montrent I'inhibition des Gram + et Gram -
avec des CMI de 10-2 tandis que les champignons s'inhibent avec des CMI de 10-3.

Les résultats des analyses sensorielles des échantillons de mayonnaise préparés avec des
doses différentes d'huile essentielle ou de poudre montrent clairement que I'ajout d'HE ou de
poudre de Thymus vulgaris a modifié les caractéristiques organoleptiques du produit fini..

Enfin, I'analyse microbiologique des échantillons de mayonnaise a révélé qu'il n'y avait
aucun germe altérant ou pathogene dans les échantillons, ce qui suggere que les composants
de nos échantillons ont permis de conserver la mayonnaise pendant 30 jours.

L'incorporation des extraits de Thymus vulgaris L. dans la mayonnaise est une approche
novatrice et concluante qui incite a la valorisation de cette plante aromatique et médicinale
dans l'objectif d'élaborer un aliment fonctionnel.

Il est envisageable de poursuivre I'étude (suivi microbiologique) pendant plus d'un mois
afin de confirmer l'efficacité de I'huile essentielle et de la poudre de Thymus vulgaris L. en
tant que conservateurs.

« Examiner l'activité antioxydante des huiles et des extraits d'huiles essentielles

* Réaliser des tests pour évaluer la toxicité potentielle ou confirmer son non toxicité.

* Etudier la CMB de ’'HE du Thymus vulgaris L. de la région d’Ain Defla.
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Annexes

Annexe 1

» Extraction des huiles du thymus vulgaris L.

Le montage d’hydrodistilation (type clevenger)
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Annexe 2
Matériel non biologique :

Tableau : Verrerie et réactifs (analyses microbiologiques)

Verrerie
Eprouvette graduée Pipettes Pasteur
Flacons stériles
Réactifs
Tween 80 réactif de Kovacs
Eau distillée DMSO* (diméthylsulfoxyde)
sulfite de sodium tellurite de potassium
alun de fer sélénite de sodium

*un liquide incolore et légérement huileux dérivé de végétaux et prenant la forme d'un sous-
produit de la fabrication du papier ,un solvant polaire organo-sulfuré, aprotique qui dissout a
la fois des composés polaires et non-polaires, et qui est miscible dans une large gamme de
solvants organiques, ainsi que dans I'eau.

Milieux de culture :

-Bouillon TSE (Tryptone Sel Eau)

- TSA (gélose trypticase soja)

- Gélose VRBL (milieu lactosé biliée au cristal violet et au rouge neutre)
- OGA (Gélose a l'oxytétracycline glucose)

- Gélose VF (Viande Foie)

-Bouillon Rappaport-Vassiliadis (RV)

- Gélose XLD (xylose-lysine-désoxycholate)
-Bouillon Giolitti Cantoni (GC)

-Milieu Chapman

- Bouillon Muller Kaufmann

-Gélose SFB (Sélénite F Broth)

-Gélose Mueller Hinton

-Gélose Sabouraud



https://fr.wikipedia.org/wiki/Solvant_polaire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Organosulfur%C3%A9
https://fr.wikipedia.org/wiki/Aprotique

Annexes

Figure : préparation des milieux de culture

Figure : les tubes contenant les dilutions,

dans un bain marie (80°C pendant 10min) -
Recherche et dénombrement des anaérobies
sulfito-réducteurs -

Matériels : Appareillage

Figure : Bain-marie

Figure - Balance
analytique

Figure :Etuve 37°C

2w Bl

:Etuve 25°C

Figure

Figure :Etuve 42°C
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Annexe 3

Tableau : Diamétres des zones d’inhibition des micro-organismes testés vis-a-vis I’HE et la
poudre du Thymus vulgaris L.

HE Poudre Témoins

gentamicine | vancomycin | Témoin Econazole(1

50% | 100% | 50% | 100% | (10 pg) e (30 Hg) ©) %)
DMSO
455 | 51,7 | 7,83 | 8,06 23 20,15 6,6 0,1
E.coli +0,14 | 2,77 | 20,28 | 0,2
2403 | 27,03 | 73 | 806 23 20,14 6,320,1

P.aeruginos +0,15 +0,15 | 0,2 0,2

a
55,03 54,03 | 7,53 7.9 25 +0,15 6,13
Salmonella +0,15 +0,15 | +0,35 | 0,26 +0,15
55,03 55,03 6,6 7.8 25,03 +0,15 6,23
S .aureus +0,15 +0,15 | #0,1 +0,15 +0,06
68,03 70,03 6,1 6,2 7,36 31,03 +1,62
Candida +0,15 +0,15 | #0,1 +0,1 +0,47
albicans
Aspergillus 33,03 63,03 | 506 |51+ 2,1 36,03 £0,15

niger +0,15 +0,15 | £0,15 | 0,1 +0,17
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Annexe 4
(Analyses physico-chimiques de la poudre du Thymus vulgaris L. )
1. Appareillage :
Dessiccateur, garni d’un agent déshydratant efficace
Etuve a température constante, réglable a 103+ 2°C
Balance analytique
Four réglable a 525+25°C
Plaque chauffante
pH-métre

Bain d’eau bouillante

2. Matériels et réactifs :

-Capsule, de 50 a100 ml de capacité, en platine, en porcelaine ou en tout autre matériau
inaltérable dans les conditions de I’essai .

- Vase a peser, de forme basse, muni d’un couvercle ajusté
-Papier-filtre, sans cendres.

-Bechers

-Erlenmeyers

- verre de montre

-Eau distillée

-Acide chlorhydrique, solution. Diluer 1 volume d’acide chlorhydrique concentré (1,16 a 1,18
g/ml) avec 2,5 volumes d’eau.

-Nitrate d’argent, solution a environ 17 g/l.

-25 ml de solvant organique (éther ou éthanol)
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3. Calculs et application des formules :
Détermination de la perte de masse a 103°C :

Tableau : Mesures pour la détermination de la perte de masse a 103°C de la poudre

Prise d’essai 1 Prise d’essai 2

masse du vase a peser vide | 81,120 79,527

(9)

Prise d’essai (g) 4,001 4,001

m apres 6h (g) 84,704 83,107

m apres 7h (g) = my 84,703 83,106

la teneur en matiere seche | 89,56 89,46

| RS (%)

Mo = masse du vase a peser vide + Prise d’essai

Détermination des cendres totales :

Tableau : Mesures pour la détermination des cendres totales de la poudre

Prise d’essai 1 Prise d’essai 2
Capsule vide (g) 59,677 67,090
Prise d’essai (g)=mo 5,001 5,003
Capsule vide+ Cendres 60,082 67,498
totales (Q)
Cendres totales (g)=m: 0,405 0,408

mo : masse capsule vide + Cendres totales
Exemple d’application de la formule (2) :
Prise d’essai 1 : 0,405x (100/5,001) x (100 /89,56)=9,042

Prise d’essai 2 ; 0,408x (100/5,003) x (100/89,46)= 9,115

Détermination des cendres solubles et insolubles dans I’eau :

Tableau : Mesures pour la détermination des cendres solubles et insolubles dans 1’eau de la
poudre

Capsule vide (g) 67,090
Prise d’essai (g) =mo 5,003
Cendres totales (g)=m; 0,408
Capsule vide + Cendres insolubles dans 67,421
I’eau (5)

Cendres insolubles dans I’eau (g)=m> 0,331

Exemple d’application de la formule (3) :
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0,331x 100/5,003 x 100/89,46= 7,395
Exemple d’application de la formule (4) :
mz1- m2= 0,408 - 0,331 = 0,077¢g

0,077 x (100/5,003) x (100/89,46)= 1,720

Détermination des cendres insolubles dans ’acide :

Tableau : Mesures pour la détermination des cendres insolubles dans 1’acide de la poudre

Capsule vide mo (g) 59,677
Prise d’essai (g) 5,001
Cendres totales (g) 60,082
Mo+ M3 59,735
Cendres insolubles dans I’acide (g)= m3 0,058

Exemple d’application de la formule (5)

0,058 x (100/5,001) x (100/89,56) = 1,294

4. Résultats de ’analyse physico-chimiques de la poudre du Thymus vulgaris

Tableau : Résultats de I’analyse physico-chimiques de la poudre du thym Thymus vulgaris

Echantillon

Humidité (%) 10,44 10,49 10,54
Les cendres totales (%0) 9,042 9,067 9,115
Les cendres insolubles dans | 1,022 1,294 1,540
I’acide (%)

Les cendres insolubles dans | 7,124 7,395 7,402
I’eau (%)

Les cendres solubles dans | 1,605 1,720 1,755
I’eau (%)




Annexes

Annexe 5

(analyses physicochimiques de la mayonnaise)

Calculs et application des formules :

Tableau : Mesures pour la détermination de ’humidité de la mayonnaise

MZ 3 MZ4 MZ 1 MZ 2

4 4 5 5 2 2’ 3 3
Prise 5,084 4,641 5,411 4,980 5,065 5,119 4,963 5,143
d’essai
(PE) (9)
Mo (Q) 80,924 | 60,622 |81,809 |59,934 | 79,527 |59,128 |76,720 | 60,357
ms (Q) 84,644 | 64,016 |85,810 |63,616 |83,247 |62,894 |80,360 | 64,131
Humidité | 26,83 26,87 26,06 26,06 26,55 26,43 26,66 26,62
(%0)
Moyenne 26,85 26,06 26,49 26,64
de
Phumidité
des deux
PE (%)

Mo : masse de la capsule vide ; m; : masse finale aprés 4h 30min
Exemple du calcul du pourcentage en humidité :

Humidité (%) = [ ( (84,644+ 5,084)- 80,924) / 5,084] x 100= 26,83%

Tableau : Mesures pour la détermination de la teneur en matiere grasse de la mayonnaise

Echantillons MZ 3 MZ 4 MZ 1 MZ 2
Prise d’essai (g) | 1,054 2,384 2,342 2,094
Matiere non 34,5 37 36 28
grasse (%)

Teneur en 65,5 63 64 72
matieres

grasse (%)

Tableau : Mesures pour la détermination de la teneur en sel de la mayonnaise

Echantillons MZ 3 MZ 4 MZ 1 MZ 2
Prise d’essai 4,580 4,743 4,627 4 687
Mo (9)

Vs (ml) 2,5 2,5 2,7 2,8
Teneur en sel 6,94 6,47 7,35 7,42
(%)
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Vs : volume (AgNO3) chantilion --- Vo : Volume (AgNO3) essai a blanc
Vo=0,2ml
Teneur en sel (%) = [5,844x Csx (Vs— Vo)] / mo

Cs=0,1 mol/l

Résultats des analyses physico-chimiques de la mayonnaise :

Tableau : les résultats du pH des différents échantillons de mayonnaise (apres 15 jours)
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Tableau : les résultats du pH des différents échantillons de mayonnaise (apres 30 jours)
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Annexe 6

Résultats analyses sensorielles mayonnaise

Tableau : Résultats du test de dégustation : Saveur

Annexes

Echantillons [ MZ C MZ T MZ 1 MZ 2 MZ3| Mz4

Dégustateurs
1 5 4 3 3 4 1
2 4 5 4 2 3 1
3 5 4 2 3 3 1
4 4 5 3 3 2 1
5 4 3 1 2 4 2
6 5 4 4 2 2 1
7 4 5 2 2 4 1
8 4 5 4 2 4 1
9 4 4 3 3 4 1

10 5 4 3 2 2 1

Somme des 44 43 29 24 32 11

rangs

Moyenne 4.4 4,3 2,9 2,4 3,2 11

Tableau : Résultats du test de dégustation : Odeur

Dégustateurs MzC MZT MZ 1 MZ 2 MZ 3 MZ 4
1 3 3 4 1 3 2
2 4 3 3 3 4 2
3 5 3 3 2 3 3
4 5 3 2 2 4 3
5 4 4 2 3 3 2
6 4 4 3 3 3 2
7 4 4 3 3 2 3
8 5 5 3 2 3 1
9 5 3 2 1 4 2

10 3 4 1 3 5 3
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Somme des 42 36 26 23 34 23
rangs
Moyenne 4,2 3,6 2,6 2,3 3,4 2,3

Tableau : Résultats du test de dégustation : Couleur

Dégustateurs MZC MZT MZ 1 MZ 2 MZ 3 MZ 4
1 5 4 2 2 1 2
2 5 3 2 1 4 1
3 5 4 2 2 3 1
4 4 3 3 1 1 1
5 4 3 2 2 3 1
6 4 3 2 1 1 1
7 5 4 2 2 3 2
8 4 3 2 1 1 1
9 3 3 2 2 3 1
10 4 4 2 1 3 1
Somme des 43 34 18 15 23 12
rangs
Moyenne 4,3 3,4 1,8 15 2,3 1,2
Tableau : Résultats du test de dégustation : Texture
Dégustateurs MzC MZT MZ 1 MZ 2 MZ 3 MZ 4
1 4 4 3 2 4 2
2 3 5 3 2 1 2
3 5 2 3 3 3 2
4 5 3 1 4 5 3
5 4 4 2 2 4 1
6 5 4 4 3 5 1
7 4 3 5 2 2 1
8 5 3 3 3 5 2
9 3 2 2 3 3 3
10 4 4 1 2 2 1
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Somme des 42 34 27 26 33 18

rangs

Moyenne 4,2 3,4 2.7 2.6 3.3 1.8

Tableau : Echelle de dégustation (Agustin et al., 2021)

Note 1 2 3 4 5

Texture Tres désagréable | normale bonne Trés bonne
désagréable

Odeur Tres désagréable | normale agréable Trés agréable
désagréable

Couleur verte Jaune-verte | jaune blanc- blanche

jaunatre

Saveur Tres désagréable | normale bonne Tres bonne

désagréable
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Annexe 7
(Résultats microbiologiques des mayonnaises)

Tableau : Recherche d’E.coli dans les échantillons de mayonnaise :

a : témoin ; b : Mayonnaise additionnée de 0,2g de poudre ; ¢ : Mayonnaise
additionnée de 1,5g de poudre ; d : Mayonnaise additionnée de 0,03g d’HE ; e :
Mayonnaise additionnée de 0,12 g d’HE
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Tableau : Recherche des levures et des moisissures dans les échantillons de mayonnaise :

a : témoin ; b : Mayonnaise additionnée de 0,2g de poudre ; ¢ : Mayonnaise
additionnée de 1,5g de poudre ; d : Mayonnaise additionnée de 0,03g d’HE ; e :
Mayonnaise additionnée de 0,12 g d’HE
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Tableau : Recherche de Staphylocoques dans les échantillons de mayonnaise :

a : témoin ; b : Mayonnaise additionnée de 0,2g de poudre ; ¢ : Mayonnaise
additionnée de 1,5g de poudre ; d : Mayonnaise additionnée de 0,03g d’HE ; e :
Mayonnaise additionnée de 0,12 g d’HE
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Tableau : Recherche de germes aérobies a 30°C dans les échantillons de mayonnaise :

a : témoin ; b : Mayonnaise additionnée de 0,2g de poudre ; ¢ : Mayonnaise
additionnée de 1,5g de poudre ; d : Mayonnaise additionnée de 0,03g d’HE ; e :
Mayonnaise additionnée de 0,12 g d’HE
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Tableau : Recherche de Salmonella dans les échantillons de mayonnaise

c2

a 1 : enrichissement (Mayonnaise a 2 : enrichissement (Mayonnaise additionnée
additionnée de 0,03g d’HE + de 0,2g de poudre +Mayonnaise additionnée de
Mayonnaise additionnée de 0,12 g 1,5 g de poudre) b2 : isolement sur milieu SFB

d’HE) b1 : isolement sur milieu SFB c2 : isolement sur milieu XLD
cl : isolement sur milieu XLD
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