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RESUME

Ce travail vise a évaluer la potentielle utilisation des deux huiles essentielles (HEs) du Thymus vulgaris et du
Cymbopogon nardus comme agents de conservation naturels pour les boissons.

L’analyse chimique de I’HE du T. vulgaris a identifié le carvacrol (68,29 %) comme composé majoritaire. Alors
que pour celle de L’HE du C. nardus c’est le citronellal (37,1 %) qui domine. L’étude de toxicité aigué orale a
permis de déduire que les deux HEs présentent une dose Iétale médiane (DL50) supérieure a 2000mg/kg. Les deux
HEs ont aussi exposé une faible cytotoxicité envers deux lignées cellulaires (MDA et MCF-10A). L’HE du T.
vulgaris a présenté une forte action antiradicalaire pour les deux tests ABTS et DPPH. En revanche, I’HE du C.
nardus a exposé une faible activité antioxydante pour les deux tests. Les activités antibactérienne et antifongique
des deux HEs du T. vulgaris et du C. nardus ont été évaluées en utilisant le test de diffusion sur disque et vapeur.
Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) ont aussi été évaluées. Les phases liquide et vapeur de I’'HE du
T. vulgaris ont présenté un puissant effet antibactérien contre la majorité des souches bactériennes testées. De plus,
les phases liquide et vapeur de I’HE ont exposé un puissant effet antifongique envers les souches de levures et de
moisissures testées. Les phases liquide et vapeur de I’'HE du C. nardus ont présenté une puissante action
antibactérienne envers les souches bactériennes testées, ainsi qu’une puissante action antifongique. Ensuite, le
potentiel conservateur de ’HE du T. vulgaris et du C. nardus a été évalué envers une souche de Saccharomyces
cerevisiae dans un systeme alimentaire (boisson commerciale Orangina®) en comparaison avec deux
conservateurs chimiques (le benzoate de sodium et le sorbate de potassium). Les HEs ont été testées a quatre
concentrations différentes (0,6 ; 1,25 ; 4 et 6 uL/mL) seules et associées a un chauffage modéré (70 °C / 2 min).
Les deux HEs ont presenté un effet conservateur significativement supérieur sur la réduction de la viabilité des
cellules de S. cerevisiae par rapport a celui des conservateurs chimiques (p < 0,0001) pendant les 8 jours de
stockage. De plus, I’'HE du C. nardus a complétement inhibé la croissance cellulaire de S. cerevisiae a partir du
deuxieme jour de stockage pour les quatre concentrations testées. Néanmoins, 1’association des deux HES avec un
chauffage thermique modéré n’a pas induit un effet antifongique significativement supérieur comparativement a son
absence (p>0,05).

En outre, une évaluation in silico des propriétés physicochimiques et pharmacocinétiques des composés des HEs
du T. vulgaris et du C. nardus a aussi été effectuée. Les résultats ont indiqué que les deux HEs présentent une
bonne biodisponibilité orale. Enfin, une étude de docking moléculaire a examiné le mécanisme d'action du
carvacrol et du citronellal envers trois enzymes (ERG2, ERG3 et ERG11) impliquées dans la biosynthése de
I’ergostérol et donc essentielles a la viabilité de 1’espéce S. cerevisiae en comparant avec deux conservateurs
chimiques (benzoate de sodium et sorbate de potassium). Le carvacrol et le citronellal ont fortement interagi avec
les trois enzymes ciblées, ce qui confirme que le mode d’action du carvacrol et du citronellal est associé a la
membrane plasmique fongique. Nos résultats ouvrent la perspective d'utiliser les HEs du T. vulgaris et du C.
nardus comme conservateur alimentaire naturel pour les boissons.

Mots clés : Thymus vulgaris ; Cymbopogon nardus ; Huile essentielle ; Carvacrol ; Citronellal ; Toxicité ;
Antifongique ; Saccharomyces cerevisiae ; Conservateur alimentaire naturel ; Boisson Orangina® ; Docking
moléculaire.



ABSTRACT

This work aims to evaluate the potential use of two essential oils (EOs) of Thymus vulgaris and Cymbopogon
nardus as natural beverage preservatives.

Chemical analysis of T. vulgaris EO identified carvacrol (68.29 %) as the main compound. While for C. nardus
EO identified citronellal (37.1%) as the predominant compound. Acute oral toxicity study of both EOs made it
possible to deduce that their LD50 (median lethal dose) is superior to 2000 mg/kg. Both EOs exhibited low
cytotoxicity toward two cell lines (MDA and MCF-10A). The antioxidant activity of both T. vulgaris and C. nardus
EOs was evaluated by both DPPH and ABTS tests. T. vulgaris EO exhibited strong free radical scavenging activity
for both ABTS and DPPH assays. In contrast, C. nardus EO exhibited low antioxidant activity for both assays.
The antibacterial and antifungal activities of T. vulgaris and C. nardus EOs were assessed using the disc and
vapour diffusion tests. The minimum inhibition concentrations (MIC) were also evaluated. The liquid and vapour
phases of T. vulgaris EO exhibited potent antibacterial effects against the tested bacterial strains. Besides, the
liquid and vapour phases of the EO exhibited a potent antifungal effect against the tested strains of yeast and
mould. The liquid and vapour phases of C. nardus EO exhibited a potent antibacterial action against tested bacterial
strains, as well as a potent antifungal action. Then, the preservative potential of T. vulgaris and C. nardus EO was
evaluated against Saccharomyces cerevisiae strain in a food system (commercial beverage Orangina®) in
comparison with two chemical preservatives (sodium benzoate and potassium sorbate). The EOs were tested at
four different concentrations (0.6, 1.25, 4 and 6 pL/mL) alone and associated with moderate heating (70 °C / 2
min). Both EOs exhibited a significantly superior preservative effect on reducing S. cerevisiae cell viability
compared to chemical preservatives (p < 0.0001) during the 8 days of storage. In addition, C. nardus EO
completely inhibited S. cerevisiae cell growth from the second day of storage for the four tested concentrations.
Nevertheless, the association of both EOs with moderate thermal heating didn’t induce a significantly superior
antifungal effect compared to its absence (p > 0.05).

Also, an in silico evaluation of the physicochemical and pharmacokinetic properties of both T. vulgaris and C.
nardus EOs compounds was also realised. The results indicated that both EO’s major compounds don’t present
any particular toxicity and have good oral absorption. Finally, a molecular docking study investigated the
mechanism of action of carvacrol and citronellal against three enzymes (ERG2, ERG3 and ERG11) involved in
ergosterol biosynthesis and thus essential for the viability of S. cerevisiae comparing with two chemical
preservatives (sodium benzoate and potassium sorbate). Carvacrol and citronellal strongly interacted with the three
target enzymes, confirming that carvacrol and citronellal mode of action is associated with the fungal plasma
membrane. Our results open the perspective of T. vulgaris and C. nardus EOs use as natural food preservatives.

Keywords: Thymus vulgaris; Cymbopogon nardus ; Essential oil ; Carvacrol ; Citronellal ; Toxicity ; Antifungal ;
Saccharomyces cerevisiae ; natural food preservative ; Orangina® drink ; Molecular docking.
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B Introduction générale

INTRODUCTION GENERALE

Les champignons sont présents partout dans la nature, responsables d’un certain nombre de
maladies et d’infections (Garber, 2001). Ils sont aussi connus pour leur role bénéfique dans le
domaine alimentaire. En effet, ces microorganismes sont largement utilisés en industrie
agroalimentaire comme agents de fermentation (Fromage, vinaigre, pain...etc.) et de
biotransformation. (Hittinger et al., 2018 ; Copetti, 2019). Cependant, ils sont aussi
responsables de la contamination et de la détérioration d’un certain nombre de denrées
alimentaires au cours du processus industriel incluant les viandes, les confitures, les jus et les
boissons. Les especes fongiques les plus impliquées dans ces altérations appartiennent
majoritairement aux genres suivants: Candida, Hansenula, Rhodotorula, Saccharomyces,
Trichosporon et Zygosaccharomyces (Stratford, 2006).

Les boissons acides carbonatées sont censées étre un milieu défavorable a la croissance des
microorganismes dd a leur pH, leur bas niveau d'oxygeéne, leurs faibles concentrations en
composés azotés et leur forte teneur en sucre (Deak, 1993 ; Stratford, 2000). Pourtant, ces
boissons restent vulnérables a la contamination par un certain nombre de levures,
principalement par I’espéce Saccharomyces cerevisiae, qui peut étre a I’origine d’altérations
pouvant affecter leurs propriétés organoleptiques, physiques et sensorielles (Deak ,1993). Cette
levure provoque ces modifications en induisant une fermentation a 1’origine d’une production
abondante de gaz et de substances incluant 1’éthanol, I’oxyde de carbone et des esters qui
engendrent 1’apparition d’odeur et de golt indésirables (Tajchakavit ez al., 1996).

Les altérations alimentaires causées par les champignons sont un probléeme majeur dans
I’industrie agroalimentaire, du fait qu’elles influencent significativement le codt et la
disponibilité des denrées alimentaires. Toutefois, les produits alimentaires qui ne peuvent pas
étre pasteurisés sont généralement traités avec des conservateurs acides faibles comprenant
I’acide sorbique ou benzoique ou leurs sels. Ces additifs chimiques suscitent de plus en plus de
rejet de la part des consommateurs en raison de leurs nombreux effets toxiques. Ces derniers
comprennent notamment le potentiel risque de formation du benzene a partir de l'acide
benzoique dans les aliments ou la résistance développée surtout par les levures a 1’encontre de
ces conservateurs chimiques (Singh et al., 2019 ; Loureiro et Malfeito-Ferreira,1993;
Federal Institute for Risk Assessment, 2005). Cet état de fait a obligé les industriels a se
tourner vers des sources antimicrobiennes plus naturelles et moins nocives. Les huiles
essentielles (HE) constituent de bons candidats étant donné la popularité dont elles jouissent

depuis longtemps. Cette reputation est liée a leurs propriétés médicinales notamment anti-
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inflammatoires, antiseptiques, antivirales, antifongiques, bactéricides, insecticides, insectifuges,
tonifiantes, stimulantes et calmantes (Nicolas, 1991 ; Mishra et Dubey, 1994).

De ce fait, par la richesse et la diversité originelle de sa flore, 1’Algérie constitue une
véritable source de plantes aromatiques riches en HEs avec plus de 3000 espéces appartenant a
plusieurs familles botaniques, distribuées comme suit : méditerranéenne, saharienne et une flore
subsaharienne. Ces especes sont pour la plupart spontanées avec un nombre non négligeable
(15 %) d'espéces endémiques (Quézel et Santa, 1962). L'investigation de ces espeéces
représente un potentiel inestimable pour la découverte de nouvelles substances. (Greuter et al.,
1991). Toutefois, ce potentiel floristique reste tres peu exploré d’un point de vue phytochimique
et pas suffisamment exploité en biotechnologie industrielle (Asbahani et al., 2015, Garzoli et
al., 2020).

Les deux especes de plantes aromatiques, Thymus vulgaris et Cymbopogon nardus
appartiennent a la famille des lamiacées et des poacées, respectivement. Elles sont largement
distribuées, poussent de maniére spontanée et possédent un rendement important en HE
(Bruneton, 2009). En outre, les HEs du T. vulgaris et du C. nardus sont une source importante
de molécules bioactives, ce qui leur confére de propriétés antimicrobiennes naturelles
(Hyldgaard et al., 2012). Ces caractéristiques font des deux HEs du 7. vulgaris et du C. nardus
de potentiels candidats pour la conservation antimicrobienne des denrées alimentaires avec de
possibles propriétés nutraceutiques.

Malgré I’'importante d’efficacité des HEs comme agents antimicrobiens, leur emploi unique
peut s’avérer coliteux en raison du volume élevé requis pour obtenir I’effet recherché
(Chorianopoulos et al., 2004 ; Fisher, et Phillips, 2006 ; Burt, 2004). Ainsi, ’association de
I’utilisation des HES a un traitement physique comme la chaleur pourrait étre plus prometteur
(Chaves-Lopez et al., 2009). Le secteur alimentaire s’appuie de loin sur le traitement thermique
comme moyen de conservation des denrées alimentaires. Cela dit, en atteignant le niveau de
chauffage nécessaire pour garantir la conservation optimale, des modifications défavorables des
caractéristiques nutritionnelles et sensorielles des aliments peuvent apparaitre (Lund et al.,
2000). Par conséquent, les experts recommandent d'utiliser des méthodes de chauffage plus
douces avec des barrieres supplémentaires, telles que des agents antimicrobiens d'origine
naturelle.

L’étude des activités biologique des HEs est nécessaire, mais ne permet pas de déterminer
avec précision quelle molécule est responsable de I’action thérapeutique de I’HE. Par
conséquent, comprendre ’interaction et I’affinité des composés bioactifs identifiés avec des

cibles biologiques nécessite une étude de docking moléculaire. Cette derniere peut fournir des

2
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informations précieuses sur les bases moléculaires de I'activité biologique des produits naturels,

ainsi que sur les mécanismes putatifs d’action et modalités de liaison des composés actifs.

Nos travaux s’inscrivent dans cette thématique et ont pour objectifs les points suivants :

- Evaluation des propriétés physicochimiques (GC/FID et GC/SM) et toxicologiques (in vivo et
in situ) des deux HEs du T. vulgaris et du C. nardus

-Etude in vitro des activités antimicrobiennes (antibactériennes et antifongiques) et antioxydantes
(les tests DPPH et ABTS) des deux HEs du T. vulgaris et du C. nardus

- Application des HEs du T. vulgaris et du C. nardus comme conservateurs nutraceutiques
antimicrobiens vis-a-vis d’une souche fongique d’origine alimentaire (S. cerevisiae) dans un
systéme alimentaire qui est une boisson gazeuse commerciale a base d’agrumes (Orangina®).
L’effet de I’association des deux HES a un traitement thermique modéré sur I’action
conservatrice antifongique a aussi été investigué.

-Evaluation in silico des propriétés ADME (Absorption distribution métabolisme et excrétion)
des composés des deux HEs du T. vulgaris et du C. nardus et I’étude par docking moléculaire
des mécanismes impliqués dans 1’action antifongique des deux HESs envers la souche

S. cerevisiae.

Ces axes de recherches s’inscrivent dans une participation scientifique a la valorisation des
HEs du T. vulgaris et du C. nardus. Ils ont donné lieu a une présentation écrite sous forme de
poster dans une communication internationale et a la soumission d’un manuscrit dans un journal
international a comité de lecture. Ces objectifs sont organisés a travers ce manuscrit en 4
chapitres. Le premier chapitre est une étude bibliographique décrivant quelques notions sur les
HEs, les deux plantes étudiées, 1’activité antioxydante, la cellule fongique, les conservateurs
alimentaires et le docking moléculaire. Le deuxieme chapitre s’organise en 5 parties qui
reprennent la méthodologie utilisée lors de cette thése. Alors que le troisieme chapitre expose
les résultats obtenus pour nos quatre objectifs de recherche. Enfin, le manuscrit se termine par

la conclusion générale et les perspectives de notre recherche.
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Partie I. Les huiles essentielles
I.1. Apercu historique

L’utilisation des parfums et des ardmes remonte jusqu’au Moyen Age. Des composés
aromatiques spécifiques composés de terpénes ont été retrouvés dans des extraits d’encens qui
ont été utilisés pour des rituels religieux et comme pansements de momies chez les Egyptiens
(Abdesselam, 2006). Les Grecs et les Romains ont contribué a 1’établissement des fondamentaux
de la distillation (Roux, 2008), et la civilisation musulmane a joué un rdle primordial dans le
développement de I’aromathérapie grace a Geber (712-815) et a Avicenne (980-1037) qui ont
inventé I’alambic, la distillation et le serpentin. (Smadja, 2009). Néanmoins, il a fallu attendre
le 20°™ siécle pour que 1’aromathérapie connaisse un essor important et soit considérée comme
une médecine a part (Li et al., 2014)
1.2. Définition

La definition des huiles essentielles (HES) a éte tentée par de nombreuses organisations dont
I’association frangaise de normalisation (Afnor) qui a proposeé la définition suivante « une HE
est le produit obtenu a partir d’'une matiére premiere d’origine végétale, apres separation de la
phase aqueuse par des procedés physiques soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par des
procédés mécaniques a partir de I’épicarpe des citrus, soit par distillation seche » (Afnor,1989).
1.3. Localisation et lieu de synthese
Les HEs sont produites par 1 % des espéces et un nombre limité de familles, dont les lamiacées
(thym, lavande), les myrtacées (eucalyptus), les rutacées (citron, orange), les cupressacees
(cypres), les apiacées (fenouil, coriandre), les pinacées (sapin, pin), les astéracées (camomille
romaine), les lauracées (laurier noble), les géraniacées (géranium rosat) et plus rarement les
poaceées (citronnelle) et les zingibéracées (gingembre) (Mohammedi, 2006).
Tous les organes végétaux (feuilles, fleurs, zestes, racines, rhizomes, fruits, graines, bois,
écorces) peuvent stocker les HEs, qui sont produites et accumulées par des structures
histologiques spécialisées. Ces structures sont souvent localisées sur ou a proximité de la
surface de la plante telle que les cellules a HE (lauracées), les poils sécréteurs (lamiacées) et les
canaux sécréteurs (apiacées) (Bruneton, 1999).
I.4. Composition chimique des huiles essentielles

Les HEs sont un mélange complexe, mais dont les constituants peuvent étre répartis en deux
classes principales en fonction de leurs voies de biosynthese. Les terpenoides (terpenes) qui
constituent la premiére classe, qui est la plus importante du point de vue structural et fonctionnel
avec plus de 70000 composés. Tandis que la deuxiéme classe est constituée de composés

aromatiques dérivés : les phénylpropanoides (Weisshaar, et Jenkins, 1998 ; Vogt, 2010).
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1.4.1. Les terpénoides

Le mot terpéne vient du mot allemand « Terpen » (1866) provenant de das Terpentin : la
térébenthine, une HE riche en terpénes (Phillips et Croteau, 1999). Néanmoins, le mot terpénes
désigne chimiquement des molécules hydrocarbonées insaturées dérivant de I’isopréne d’ou le
nom d’isoprénoides sous lequel ils sont parfois désignés. En revanche, le terme terpénoide est
plus générique et décrit une substance possédant le squelette carboné des terpenes, tout en ayant
éventuellement un, ou plusieurs, groupements fonctionnels contenant de l'oxygene (Alcool,
aldéhyde, cétone, acide, ...etc.) et pourrait ne pas avoir le méme nombre d’insaturations. Les
terpénoides dérivent d’un précurseur simple de 5 atomes I’isopentényl pyrophosphate (IPP) et
de son isomere le diméthylallyl pyrophosphate (DMAPP) qui s’assemblent en unités
isopréniques pour former des polymeéres de formule brute (CsHs)n (Christianson, 2007). Selon
le nombre d’unités associées, on distingue les hémiterpénes, les monoterpénes, les
sesquiterpénes, les diterpenes, les triterpenes, les tétraterpenes et les polyterpenes. (Sacchettini
et al., 1997) (Tableau 1).

Les HEs contiennent surtout des monoterpénes et des sesquiterpénes et peu de triterpénes.
Les monoterpenes et les sesquiterpénes peuvent se présenter sous forme cyclique (mono, di, ou
tricycliques) ou acyclique et peuvent subir de nombreux réarrangements pour donner des

alcools, des cétones, des aldéhydes et bien d’autres molécules (Finar, 1994).
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Tableau 1 : Classification des terpénes

Terpénes Formule brute Exemples

Hémiterpénes CsHs
Isopréne

T
Monoterpénes CioHa6 &( C ] @(
.

Camphéne Limonene - Pinene
I\L&/
Sesquiterpénes CisH24 “@D B /\ /\J
H o I\"\\_
- Elémene

S
Diterpenes CaoHs2 m -
Sclaréne Kaurene

Triterpenes CaoHas i

B-Amyrine
Tétraterpenes CaoHeas R s e I

a-Caroténe
Polyisopréne (CsHsg)n L .

Ubiquinone (Q10)
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1.4.2. Les composés non terpéniques (aromatiques)

Les composés aromatiques non terpéniques présents dans les HEs dérivent du phénylpropane
d’ou leurs noms les phénylpropanoides. Le phénylpropane lui-méme dérive aprés plusieurs
réactions chimiques de ’acide aminé phénylalanine. L’estragol et la vanilline sont I’'un des

exemples de phénylpropanoides présents dans les HEs. (Singh et al., 1990) (Figure 1).

Estragol Vanilline

Figure 1 : Exemple de deux phénylpropanoides présents dans la composition des HEs
1.4.3. Biosynthése des terpenoides

La biosynthese des terpénes se fait a partir d’unités de bases a 5 carbones, 1’isopentenyl-
pyrophosphate (IPP) et son isomére le diméthylallyl-pyrophosphate (DMAPP) qui sont issus
de deux voies bien distinctes (Tholl, 2015) : la voie du mévalonate (MVVA) et une voie
découverte plus récemment qui est celle du methylérythritol phosphate (MEP) dite voie non
mévalonique. (Singh et al., 1990).

Chez les plantes, les deux voies MEP et MVVA fonctionnent simultanément et en parallele
pour la synthése de I’IPP. Néanmoins, pour permettre leur régulation différentielle, les deux
voies fonctionnent presque indépendamment I'une de l’autre dans deux compartiments
subcellulaires différents. La voie du MV A se déroule exclusivement au niveau du cytosol alors
que celle du MEP a lieu au niveau des chloroplastes. (Lichtenthaler et al., 1999 ; Eisenreich
et al., 2004) (Figure 2).
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a Acetyl-CoA ER
i AACT F
-
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i HMGR L Plastid
Cytoplasm MK Pyruvate and GA-3P
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Figure 2 : Schéma représentant les étapes de synthese des terpénes dans les différents
compartiments cellulaires (Henry et al., 2018).HMG-CoA, 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-CoA; HMGS,
HMG-Coa synthétase ; HMGR, HMG-Coa réductase ; MK, mévalonate kinase GA-3P, glycéraldéhyde-3-phosphate;
MVA, acide mévalonique ; MVAP, voie de I’acide mévalonique MEP, 2-C-méthyl-D- érythritol-4-phosphate; 1P,
isopentényl phosphate ; IPK, isopentényl phosphate kinase IPP, isopentényl pyrophosphate ; DMAPP, diméthylallyl
diphosphate; GPP, géranyl diphosphate; FPP, farnésyl diphosphate; FPPS, farnésyl pyrophosphate synthase; MPD,
mévalonate phosphate décarboxylase; IDI, isopentényle diphosphate isomérase ER, réticulum endoplasmique ; DXS, 1-
déoxy-D-xylulose-5-phosphate synthase ; DXR,1-déoxy-D-xylulose 5-phosphate réductoisomérase ; MCT, 2-C-méthyl-
D-érythritol-4-phosphate cytidyl transférase ; HDS,4-hydroxy-3-méthylbut-2-ényle diphosphate synthétase ; HDR, 4-hydroxy-3-
méthylbut-2-ényl diphosphate réductase.

1.4.3.1. Voie du mévalonate (MVA)

La voie du mévalonate (Figure 3) se déroule au niveau du cytosol, du réticulum endoplasmique
(RE), et des peroxysomes (fraction semi-liquide du cytoplasme). Cette voie se déroule en 6
étapes dont le produit de départ est ’acétyl-coenzyme A (acétyl-Coa) issu de la glycolyse (Tholl,
2015). La voie débute par la condensation de deux molécules d’acétyl-Coa pour synthétiser
’acétoacétyl-Coa catalysée par I’acétoacétyl-Coa thiolase. Puis une HMG-Coa synthétase catalyse la
fixation d’une 3°™ molécule d’acétyl-Coa pour former le 3-hydroxy-3-méthylglutaryl coenzyme A
(HMG-Coa), ensuite une HMG-Coa réductase catalyse la réduction du HMG-Coa en acide mévalonique
(Luskey et Stevens, 1985 ; Basson et al., 1988 ; Igual ef al, 1992 ; Kim et al, 2000). Ce dernier est a
son tour phosphorylé par une phosphomévalonate kinase (Tsay et Robinson, 1991 ; Lluch et al.,
2000) et par une mévalonate-5-kinase pour produire du mévalonate-5-diphosphate. Ce dernier

subit une décarboxylation par une mévalonate-5-diphosphate décarboxylase pour aboutir au
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IPP (Dhe-Paganon et al., 1994). Enfin, I’TPP va subir une isomérisation en DMAPP grace a

une IPP isomérase
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Figure 3 : Etapes enzymatiques de la voie de mévalonate
1.4.3.2. Voie du 2-C-méthyl-D-érythritol phosphate (MEP)

Cette voie a lieu au niveau des chloroplastes des cellules végétales. Elle se déroule en 7 étapes
(Tholl, 2015) et débute par la condensation du pyruvate et du glycéraldéhyde-3-phosphate
(GAP) pour aboutir au 1-déoxy-D-xylulose-5-phosphate (DXP) grace a une 1-déoxy-D-xylulose -5-
phosphate synthase (Sprenger et al., 1997). Le DXP est ensuite réduit en 2-C-méthyl-D-
érythritol-4-phosphate (MEP) par une 1-déoxy-D-xylulose 5-phosphate réductoisomérase (Takahashi
et al., 1998). Puis, la condensation de 2 MEP et d’une molécule de 4-cytidine-5-phosphate
(MCT) conduit & la formation du 4-cytidine 5-diphospho-2-C-méthylérythritol (CDP-ME) catalysée
par la 2-C-méthyl-D-érythritol-4-phosphate cytidyl transférase. Le CDP-ME par action du 2-C-
méthylérythritol-2,4-cyclodiphosphate synthétase (Radykewicz et al., 2000 ; Steinbacher et
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al., 2003 ; Herz et al., 2000 ; Calisto et al., 2007) va donner le 2-C-méthylérythritol 2,4-
cyclodiphosphate (ME,, 4CPP) qui par une 4-hydroxy-3-méthylbut-2-ényle diphosphate synthétase
(HDS) va aboutir au 4-hydroxy-3-méthyl-but-2-ényl-pyrophosphate (HMB-PP) qui par la suite
va étre converti en IPP (Baker et al., 1981; Cunningham et al., 2000), Ce dernier a son tour
va subir une isomeérisation en DMAPP par une IPP isomérase (Tholl, 2015).
1.4.3.3. Assemblage téte-a-queue de I’IPP et du DMAPP en diphosphates de prényle, GFP,
FPP, GGPP

Les précurseurs IPP et DMAPP formés a partir des voies de MVA et MEP sont assemblés
grace aux prényl transférases téte a queue pour conduire a la formation des molécules de prényl
diphosphate de tailles croissantes qui sont le géranyl diphosphate (GPP), le farnésyl diphosphate
(FPP) et le géranylgéranyl diphosphate (GGPP) et qui grace aux terpenes synthétases (TPS) va
aboutir aux différents composés terpéniques. L’assemblage de I'IPP avec le DMAPP est effectuée
suite a I’attaque du carbone portant le groupement pyrophosphate (OPP) du DMAPP sur le
carbone oppose a celui portant le groupement pyrophosphate de I’IPP. Les hémiterpenes (C5)
sont formes de maniére directe a partir de I’action du TPS sur le DMAPP. Le GPP synthétase
(GPPS) catalyse la condensation du DMAPP sur I’IPP et qui aboutissent au GPP (C10), le
précurseur diphosphate des monoterpénes. Le farnésyl synthétase (FPPS) catalyse la condensation
du GPP sur I'IPP qui conduit a la formation du FPP (C15) précurseur diphosphate des
sesquiterpénes et qui grace aux TPS aboutit aux sesquiterpénes. La condensation de deux
molécules de FPP conduit apres action des TPS a la formation des triterpénes. La condensation
d’une molécule d’IPP sur le FPP aboutit au GGPP (C20) grace a la GGPP synthétase (GGPPS).
Ensuite, I’action de la TPS sur le GGPP aboutit aux diterpénes et la condensation de deux

molécules de GGPP aboutit aux tétraterpenes. (Bezerra et al., 2008) (Figure 4).
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Figure 4 : Schéma illustrant la biosynthese des terpénes (Bohlmann et Keeling, 2008)
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I.5. Notion de chémotype

La composition chimique de I'HE d’une méme espéce botanique est trés variable
(polymorphisme chimique) car son élaboration dépend des conditions environnementales et
abiotiques (Sol, exposition au soleil, altitude...etc) (Franchomme et Penoel, 1990). Cette
variation peut étre quantitative ou qualitative, a I’origine de la notion de chémotype. Le concept
de chémotype, appelé également « chimiotype » a été employé pour la premiére fois en 1968
par Santesson. Le chémotype est alors défini comme un « groupe chimiquement defini au sein
d’une population d’individus morphologiquement indiscernables ». Le concept de chémotype
permet de distinguer deux ou plusieurs HEs de composition chimique différente produites a
partir de plantes d’une méme espéce, définie par sa dénomination scientifique et non a partir de
sa déenomination commune. (Keefover-Ring et al., 2009 ; Deschepper, 2017)

1.6. Méthodes d’extraction des huiles essentielles
1.6.1. Hydrodistillation

C’est la méthode d’extraction la plus couramment utilisée, qui dure entre 1 a 10 h (Bruneton,
1993) au cours de laquelle les mati¢res végétales sont immergées dans 1’ecau et portées a
ébullition. L’HE est libérée apres éclatement des cellules, condensée dans un réfrigérant et
collectée dans un vase florentin (Dugo et Di Giacomo, 2002). L’HE formée est ensuite
récupérée par décantation ou par extraction liquide-liquide avec un solvant hydrophobe ( Azmir
et al., 2013).

1.6.2. Distillation par entrainement a la vapeur

La distillation par entrainement a la vapeur est une technique ou la matiere vegétale est
disposee sur une plaque perforée et traversée par une vapeur d’eau. L’HE est entrainée avec la
vapeur, condensée par refroidissement et récupérée par décantation ou extraction liquide-
liquide avec un solvant hydrophobe. La particularité de cette méethode repose sur le fait que les
matiéres végétales ne rentrent pas en contact direct avec I’eau.
|.7.Méthodes d’analyse des huiles essentielles
1.7.1. Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

La CPG est une méthode physique de séparation exclusivement réservée aux cOmposes
gazeux ou pouvant subir une vaporisation par chauffage sans décomposition jusqu'a 300 °C
(Arpino et al., 1995). Toutefois, il est possible de transformer les molécules chimiquement afin
de les rendre volatilisables et thermostables, ¢a s’appelle alors une dérivation. Cette derniere
concerne I’analyse des sucres, des acides aminés, mais aussi des lipides présentant des
groupements polaires. La dérivation la plus courante est la silylation (Halket et al., 2005). En

CPG, les molécules obtenues sont séparées entre deux phases : 'une stationnaire et ’autre
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mobile. Cette technique assure une individualisation des composés a partir d’échantillons de
I’ordre de microgrammes grace au progres technologiques en ce qui concerne les colonnes
capillaires, les phases stationnaires et les détecteurs a ionisation de flamme (FID) (Paolini,
2005).

1.7.2. Chromatographie en phase gazeuse couplée a un spectrometre de masse (CPG/SM)

La CPG est efficace pour séparer les différents constituants d’un mélange sans permettre
pour autant une interprétation structurale ou méme une identification précise. Ce qui a conduit
a coupler la CPG a une technique analytique qui est la spectrométrie de masse (SM), qui a été
concrétisé grace au premier appareil CPG/SM datant de 1960 (De Maack et Sablier, 1994).
Depuis lors, cette méthode est utilisée dans divers domaines tels que I’agroalimentaire,
I’industrie pétroliere, cosmétique et surtout en aromathérapie. (McLafferty et al., 1992). La
spectrométrie de masse se base sur le principe d’une séparation des molécules en fonction de
leur rapport masse-sur-charge (m/z). Cette séparation a lieu grace a la variation de courants et
de champs électriques, ce qui implique que les molécules doivent étre chargees pour étre
séparées. Un spectrometre de masse est composé de trois parties distinctes : la source, I’analyseur
et le détecteur.

Au niveau de la source, les molécules subissent soit une ionisation chimique ou par impact
électronique (IE). Les molécules sont ensuite libérées de leur solvant et transférées vers
I’analyseur, qui peut étre de plusieurs types dont les plus utilisés sont le quadripGle et le piege
a ions (Wahl et al., 1999, McLafferty et al., 1993). Les analyseurs permettent de séparer les
ions en fonction de leur rapport masse-sur-charge (m/z). Enfin, le détecteur permet la détection
et la conversion du signal électrique en données numériques qui seront transférées vers un
ordinateur (Kebarle et al., 2009). Les détecteurs les plus courants sont le chaleltrons
(multiplicateurs d’électrons) et les photomultiplicateurs (Wahl et al., 1999 ; McLafferty et al.,
1993).

Partie 1l : Monographie de I’espéce Thymus vulgaris
I1.1. Généralités sur la famille des lamiacées

Les lamiacées appelées aussi labiées, labiacées ou encore lamiaceae en latin, sont une des
plus importantes familles des angiospermes avec approximativement 240 genres et plus de 6000
especes (Miller, 2006). Elles ont une répartition cosmopolite avec une forte présence dans le
bassin méditerranéen. Ce sont généralement des plantes herbacées ou des sous-arbrisseaux,
rarement des arbres ou des lianes, annuelles ou périnéales (Kokini et al., 2003).

11.2. Présentation et étymologie de I’espéce Thymus vulgaris

12
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Thymus vulgaris appelé communément Thym, =) en arabe et «3_ie)» en dialecte
algérien, est une plante aromatique appartenant a la famille des lamiacées, dont le nom dérive
du grec « thyos » qui veut dire odeur ou « thymus » signifiant courage (Stahl Biskup, 2012)
(Figure 5).

Figure 5 : Photo réelle de la plante T. vulgaris (Prasanth Reddy et al., 2014)

11.3. Synonymes

Les synonymes du nom de I’espéce Thumus vulgaris sont Thym commun, Origanum
thymus, Thymus collinus, Origanum webbianum, Thymus baeticus var. Prostratus, Thymus
chinensis, Thymus collinus, Thymus ilerdensis, Thymus micromerioides, Thymus sublaxus,
Thymus vulgaris subsp. Micromerioides, Thymus webbianus, thym de jardin commun, thym
angalais, Farigoule, Garten thymian, herba thymi et herba timi (World Flora Online Data,
2023).
11.4. Classification systématique de ’espéce Thymus vulgaris

La classification systématique de 1’espéce Thymus vulgaris est présentée dans le Tableau 2

13
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Tableau 2 : Classification systématique de I’espéce T. vulgaris
(Directorate Agricultural Information Services, 2009)

Régne Plantae
Sous regne Trachéobiontes

Super division Spermaphytes

Super classe Asteridées
Classe Magnoliopsidées
Ordre Lamiales
Famille Lamiacées

Sous famille Nepetoidées
Genre Thymus
Espece Thymus vulgaris L.

I1.5. Description botanique de I’espéce Thymus vulgaris

Le T. vulgaris est un sous-arbrisseau vivace a feuilles persistantes, de 10 a 30 cm de hauteur,
avec une durée de vie qui varie de 10 a 15 ans (Morales, 2002). Les racines sont petites,
ligneuses et fibreuses avec des tiges dressées, trés rameuses qui deviennent lignifiées avec 1’age.
Ses petites feuilles de couleur grise verdatre sont opposées, oblongues-lanceolées a linéaires de
10 mm de long et de 0,8 a 2,5 mm de largeur, parsemeées de glandes et dont les bords sont
recourbés et étroits. Les fleurs sont mauves, petites, disposées en capitules terminaux denses au
calice inégal. La plante dégage une forte odeur caractéristique due principalement a la présence
du thymol (Stahl-biskup et VVenskutonis, 2012).
11.6. Répartition géographique et habitat

Le T. vulgaris est largement répondu au niveau de tous les pays du bassin méditerranéen et
cultivé dans la majorité des pays du nord et du milieu de I’Europe jusqu’a I’est pour atteindre
la Sibérie (Stahl-biskup et Venskutonis, 2012). La plante pousse dans la plupart des climats
doux, tempérés a chaud, ensoleillés et secs. En outre, la plante se préte mieux aux sols grossiers
et rugueux qui ne conviennent pas a beaucoup d’autres espéces (Prasanth, 2014).
I1.7. Utilisations traditionnelles du Thymus vulgaris

Le T. vulgaris est utilise depuis I’antiquité comme condiment en raison de sa saveur et de
son odeur aromatique. 1l est aussi utilisé en médecine traditionnelle en thé, en pommade, en
sirop ou en fumigation pour guérir diverses maladies respiratoires et pulmonaires (la

coqueluche, la bronchite, asthme...etc.) (Hashim et Gamil, 1988). Le thym est aussi utilisé
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pour traiter les maux de dents, les infections urinaires, les vers chez les enfants (Fachini-

Queiroz et al., 2012), la dyspepsie et bien d’autres maux.

11.8. Composition chimique de I’huile essentielle de I’espéce Thymus vulgaris

La fraction volatile représentée par I’HE compte pour 2,5% du poids de la plante T. vulgaris.

Les principaux composés qui composent I’HE sont regroupés dans le Tableau 3.

Tableau 3 : Les principaux composés de ’HE du T. vulgaris
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1.9. Activités biologiques de I’huile essentielle du Thymus vulgaris

L’HE du T. vulgaris est connue pour ses propriétés antimicrobiennes, antivirales, insecticides,
antioxydante, anti-inflammatoire, nociceptive, et antispasmodique. (Pauli et Schilcher, 2010 ;
Nolkemper et al., 2006 ; Schnitzler et al., 2007 ; Zhou et al., 2014 ; Stahl-Biskup et
Venskutonis, 2012 ; Szczepanik et al., 2012 ; Selmi et sadoki, 2008 ; Begrow et al., 2010).
1.10.Toxicité de I’huile essentielle du Thymus vulgaris

L’HE du T. vulgaris est réputée pour étre sire et non toxique pour les animaux (LD50 élevé)
(Grespan et al., 2014). En revanche, elle doit étre utilisée avec précaution chez 1’étre humain
car elle pourrait étre a I’origine, de vertiges, de vomissements et de difficultés respiratoires
(Newal et Anderson., 1996).
Partie 111 : Monographie de I’espéce Cymbopogon nardus
I11.1. Géneralités sur la famille des poacées

Les poacées (poaceae) appelés aussi graminées, sont des monocotylédones, composées de
771 genres et de 12000 especes. Elles représentent la cinquieme famille la plus riche en especes
de plantes a fleurs derriére les fabacées, les orchidées, les astéracees et les rubiacées (Gibson,
2009). Les poacées sont des plantes annuelles ou vivaces a repartition cosmopolite qui
regroupent la majorité des céréales. De plus, ce sont des plantes généralement herbacées
caractérisees par la présence de tiges creuses cylindriques (chaumes) (Watson et dallwitz
,1992).
I11.2. Présentation et étymologie du Cymbopogon nardus

Le Cymbopogon nardus (Rendle) communément appelé Citronella ou Citronnelle de Ceylan
est une plante herbacée appartenant a la famille des poacées. Le terme Cymbopogon vient du
grec cymbe qui signifie tasse ou coupe, et pogon qui signifie barbe : en référence a la disposition
des épis a l'aspect poilu. L'épithéte spécifique nardus vient du grec nardo, nom que les anciens

donnaient a de nombreuses plantes odorantes (Conti et al., 2005) (Figure 6).

16



B REVUE DE LITTERATURE

Figure 6 : Représentation de I’espéce de plante C. nardus (Florilegius, 2013)

111.3. Synonymes

Les synonymes du nom de I’espéce Cymbopogon nardus sont Andropogon citrosus Steud,
Andropogon confertiflorus Steud, Andropogon grandis Nees ex Steud, Andropogon hamulatus
Nees ex Steud, Andropogon nardus L, Andropogon nilagiricus Hochst, Andropogon pseudohirtus
Steud, Andropogon thwaitesii Hook.t., Cymbopogon afronardus Stapt et Cymbopogon claessensii
Robyns (Conti et al., 2005).
111.4. Classification systématique de I’espéce Cymbopogon nardus
La classification systématique de I’espéce C. nardus est présentée dans le Tableau 4

Tableau 4 : Classification systématique du C. nardus (Clayton, 2008)

Regne Plantae
Sous régne Trachéobiontes
Super division Spermatophytes
Division Magnoliophytes
Classe Liliopsides
Sous classe Commelinidées
Ordre Cyperales
Famille Poacées
Genre Cymbopogon
Espéce Cymbopogon nardus L.
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I11.5. Description botanique du Cymbopogon nardus

Le C. nardus est une plante herbacée, pérenne, aromatique et vivace qui forme des touffes
pouvant atteindre jusqu’a 2,5 meétres de hauteur genérée par un systéeme rhizomatique robuste.
Les feuilles ont la forme de rubans de couleur vert vif, mesurant jusqu’a 1,6 cm de large et 1
meétre de long. Elles sont portées par des tiges dressées et rigides, semblables a de petits
bambous. Les panicules étroites mesurent 15 a 30 cm de long portant des grappes
d’inflorescences non ramifiées de 8 a 10 cm de long (Conti et al., 2005 ; Harrington et
Pratchett, 1974). Les feuilles et les tiges dégagent un parfum intense, Iégérement citronné, qui
devient trés fort si vous frottez les feuilles entre vos doigts. (Pignatti, 1982).
111.6. Répartition géographique et habitat

Le C. nardus est natif d’Inde du Sud et du Sri Lanka (Hamzah et al., 2014). Il est cultivé
principalement dans les régions tropicales et subtropicales d’Amérique, d’Afrique et d’Asie
(Chen et al., 2014). La plante pousse de maniére optimale dans les zones ou la température
varie entre 20 a 30 °C, mais peut tolérer de 16 a 36 °C. Le sol limono-sableux, fortement humide
est considéré comme celui qui convient le mieux a la bonne croissance de la plante. (Blank et
al., 2007).
I11.7. Utilisation traditionnelle du Cymbopogon nardus

En Ayurveda, le C. nardus était principalement utilisé en traitement des rougeurs, des
irritations, des maux de dents, de I’inflammation de la peau, des rhumatismes, des problémes
digestifs, des maux de téte, des maladies infectieuses et de la fatigue. En Thailande et en Chine,
I'HE du C. nardus était traditionnellement utilisée pour le traitement du cdlon irritable, des
maux d'estomac, des crampes intestinales, de la gastrite, de 1’indigestion et des flatulences
(Salguero, 2003 ; Akhila, 2010). De nos jours, I'HE du C. nardus est utilisée en parfumerie, en
cosmétique, comme emballage anti-insectes et dans les produits de soins corporels (Hamzah
et al., 2014 ; Wany et al., 2014 ; Wong et Signal, 2005).
111.8. Composition chimique de I’huile essentielle de Cymbopogon nardus

La fraction volatile du C. nardus, représentée par I’HE constitue 1 a 2 % du poids de la plante

séche. Les principaux composés terpéniques qui composent I’HE sont regroupés dans le Tableau 5.
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Tableau 5 : Les principaux composés de ’HE du C. nardus (Kaur et al., 2021)
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111.9. Activités biologiques de I’huile essentielle du Cymbopogon nardus

L’HE du C. nardus est réputée pour ses propriétés insecticides (Mhalwal et Ali, 2003 ;

Quintans-Junior et al., 2011), mais aussi comme désinfectant dans le traitement de morsures
de serpents et des pigQres d'insectes venimeux (Yadav et al., 2014). Elle a aussi une action

herbicide trés puissante a I’encontre de la germination de nombreuses espéces de graines de
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mauvaises herbes telles que le Billy chévre-herbe (Ageratum conyzoides), I’herbe a poux
parthénium (Parthenium hysterophorus), le chénopode commun (Chenopodium album), le
caféier (Cassia occidentalis) et bien d’autres espéces (Singh et al., 2006).

1.10.Toxicité de I’huile essentielle du Cymbopogon nardus

L'HE du C. nardus est largement utilisée depuis I'Antiquité et considérée comme slre sans
effets secondaires notoires (Katz et al., 2008). En outre, I'HE du C.nardus est incluse dans la
liste des composés non carcinogenes (IARC, 2019).

Partie V. Stress oxydatif et antioxydant
IV.1. Définition

Le stress oxydatif est le résultat du déséquilibre de la balance entre le systeme oxydant et le
systeme antioxydant, ce qui engendre des dégats souvent irréversibles au niveau cellulaire
(Favier, 2003). Le déséquilibre se produit quand le systéme de défense antioxydant est submergeé
par I’augmentation des oxydants ou par carence d’apport ou de production de ces derniers.
L’homeostasie redox est déséquilibrée et la cellule devient vulnérable (McLaren et al., 2006),
ce qui engendre la survenue de pathologies (cancer, maladies cardiovasculaires et maladies
dégénératives) ainsi qu’un vieillissement prémature.

IV.2. Les espéces réactives (oxydantes)

Les especes réactives (pouvant étre de nature radicalaire ou non) se divisent en deux
catégories principales : les espéces réactives d’oxygene (ERO) et les espéces réactives d’azote
(ERN). Un radical libre est un atome ou une molécule qui porte sur sa couche électronique
périphérique, un ou plusieurs électrons non appariés, c'est-a-dire non couplée a un électron de
spin opposé, ce qui lui confere une grande instabilité et réactivité.

IV.2.1. Espéces réactives d’oxygéne (ERO)

Les ERO sont produits surtout au niveau de deux sites cellulaires, la mitochondrie et la
membrane plasmique. Les ERO se divisent en especes réactives radicalaires et non radicalaires.
La premiére catégorie est représentée par I’anion radical superoxyde (02, le radical
hydroperoxyle (HO2") et le radical hydroxyle (HO"). Alors que les ERO non radicalaires
comprennent I’oxygéne singulet ('02), le peroxyde d’hydrogeéne (H202), ’acide hypochlorique
(HOCI) (Choe et Min, 2005 ; Hennebelle, 2006 ; Gutteridge et al., 1993).

IV.2.2. Espéces réactives d’azote (ERA)

Les ERA se divisent en espéces réactives radicalaires et non radicalaires. Les espéces

radicalaires comprennent principalement le radical NO*. En revanche, les ERA non radicalaires

comportent le monoxyde d’azote (NO) qui est faiblement réactif. (Delattre et al., 2005b ;
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Valko et al., 2006) Ce dernier peut aisément réagir avec la plupart des especes oxygénées pour
produire du dioxyde d’azote (NO>).
1V.2.3. Espéces réactives non biologiques

Il existe des radicaux libres « non biologiques » qui sont utilisées pour mesurer 1’activité
antioxydante des différents composés. Parmi ces radicaux, on peut citer le radical DPPH (1,1-
diphényl-2-picrylhydrazyle) et le radical cation ABTS *+ (sel d’ammonium de ’acide 2,2’-
azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique)).

IV.3. Les antioxydants

Un antioxydant est défini comme toute substance chimique ayant la capacité d’entrer en
compétition avec d’autres substances oxydantes (radicalaires et non radicalaire) afin d’empécher
I’oxydation de substrats (les lipides, les protéines, I’ADN et les sucres).

Les antioxydants sont un groupe de composes du systeme antioxydant endogene (enzymatiques,
et non enzymatiques), de vitamines, d’oligo-éléments et de polyphénols. Le systéme antioxydant
enzymatique endogéne comprend notamment la catalase, le glutathion peroxydase et la superoxyde
dismutase. Alors que le systeme antioxydant endogéne non enzymatique comprend des molécules
telles que le glutathion et 1’acide lipoique. Les apports en antioxydants exogenes sont fournis
principalement par les vitamines (vitamine C, E, A, les caroténoides), les oligoéléments
(selénium, cuivre, zinc) et les composés phénoliques (les plantes) (McCall et Frei, 1999 ;
Masella et al., 2005 ; Delattre et al., 2005d) (Figure 7).

4 OH
OH

0.0

HO  OH

La Catalase Le Glutathion La vitamine C

Figure 7 : Exemple de quelques antioxydants
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Partie V. Présentation et structure de la cellule fongique
V.1. Présentation de la cellule fongique

Le régne des champignons est représenté par une incroyable diversité, ce sont des
organismes eucaryotes uni ou pluricellulaires. lls partagent cependant comme caractéres
communs le fait d’étre des hétérotrophes (assimilation de substances organiques),
absorbotrophes (nutrition par absorption des nutriments a travers la paroi extérieure), de se
reproduire grace a des spores et de posseder une paroi cellulaire riche en chitine. Ils se
développent via des filaments mycéliens appelés thalles (unicellulaires pour les levures ou
pluricellulaires pour les filamenteux).

Parmi les champignons impliqués en pathologie humaine, on peut citer ceux appartenant
aux phylums des Zygomycétes, des Ascomycetes et des Basidiomycetes. Les ascomycétes
font partie des champignons dits « supérieurs » aux cOtés des basidiomycétes. La
reproduction sexuée des ascomycetes produit des ascospores et la multiplication asexuée
aboutit a des conidies au sommet d’un conidiophore. Parmi les milliers d’espéces regroupées
au sein de ce phylum, plusieurs sont d’intérét majeur en pathologie humaine : que ce soit
parmi les champignons filamenteux ou des levures (Aspergillus, Candida ou encore
Saccharomyces) (Simon, 1992).

V.2. Structure de la cellule d’une levure

Les cellules de levures présentent une grande diversité en termes de taille, de forme et de
couleur. Méme les cellules individuelles d'une souche pure d'une méme espéce peuvent
présenter une hétérogénéit¢é morphologique. La taille des cellules de levure varie
considérablement : certaines levures peuvent ne mesurer que 2 a 3 um de long, tandis que
d'autres especes peuvent atteindre 20 a 50 um. La largeur des cellules est moins variable,
denviron 1 a 10 um. A titre d’exemple, I’espéce de levure Saccharomyces cerevisiae
possede des cellules qui apparaissent comme des structures ovoides ou ellipsoidales. Les
valeurs moyennes pour le grand diamétre varient entre 5 et 10 um, et pour le petit diamétre
entre 1 et 7 pum.

Les cellules de levures présentent des caractéristiques ultrastructurelles typiques des
autres cellules eucaryotes, notamment la présence d'organites liés a une membrane (Figure
8). Les cellules de levure contiennent toutes les structures subcellulaires typiques des
eucaryotes. Ces structures comprennent le cytosquelette, un noyau et divers organites
subcellulaires tels que le réticulum endoplasmique (RE), l'appareil de Golgi, les
mitochondries et les micrcorps. Comme chez les plantes, les cellules de levure contiennent

une vacuole et la membrane plasmigue est entourée d'une paroi cellulaire rigide. Cependant,
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les chloroplastes sont absents chez tous les champignons, dont les levures (Van Der Klei et
al., 2011).

Cytoplasm

Plasma membra Bud
/ , Endoplasmic
il reticulum
o £ £)_rt
v v Vacuole iy

Mitochondria
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e 254,
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Nucleus
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Figure 8 : Cellule de levure et ses principaux organites (Tofalo et al., 2016).

V.3. Structure de la paroi cellulaire d’une levure

La coque externe est une structure rigide d'environ 100 a 200 nm d'épaisseur et constitue
environ 25 % de la masse seche totale de la cellule. La paroi cellulaire est composée de
quatre classes de macromolécules : des glycoprotéines hautement glycosylées (mannoprotéines),
deux types de B-glucanes et de la chitine. En revanche, la membrane plasmique est constituee
d’une bicouche lipidique riche en stérols et de protéines liées (N.B : les stérols sont absents
des membranes des cellules procaryotes). Le principal constituant lipidique de la membrane
des cellules fongiques est 1’ergostérol, équivalent du cholestérol pour les cellules des
mammiferes. (Hartland, 1994 ; Lipke et Ovalle, 1998 ; Cabib et al., 2001) (Figure 9).
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Figure 9 : Composition de la paroi cellulaire de la souche de levure S. cerevisiae
(Talaveraet al., 2013).
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V.4. Biosynthese de I’ergostérol

L'ergostérol est un composant essentiel des membranes cellulaires fongiques qui détermine
la fluidité, la perméabilité et I’activité des protéines associées a la membrane. La biosynthese
de l'ergostérol est une opération complexe et voie tres énergivore qui implique la participation
d’un certain nombre d’enzymes. Des dysfonctionnements de la biosynthése de 1’ergostérol
provoquent des défauts pléiotropes qui limitent la prolifération cellulaire et ménent a la mort
cellulaire (Jord4 et Puig, 2020). La levure S. cerevisiae est un organisme modele pour étudier
I'hnoméostasie intracellulaire des stérols. L'ergostérol des levures est synthétisé par une voie
hautement conservée et complexe qui peut étre divisée en trois parties (Hu et al., 2017) (Figure
10).

La premiére partie est conservée chez tous les eucaryotes et aboutit a la formation du
mévalonate a partir de l'acétyl-CoA. La deuxiéme partie se déroule dans la vacuole et implique
la formation de farnésyl pyrophosphate (farnésyl-PP). La troisieme partie ou voie tardive
implique la synthése de I'ergostérol lui-méme par des réactions consécutives qui se produisent
principalement dans la membrane du réticulum endoplasmique (RE). Tout d'abord, deux
molécules de farnésyl-PP sont utilisées par I'enzyme squaléne synthase (ERG9) pour former le
squaléne, qui est le précurseur de tous les stéroides. Deuxiemement, le squaléne est converti en
lanosterol par l'action consécutive de la squalene monooxygenase (ERG1) et de la lanostérol
synthase (ERG7).

Dans les étapes suivantes, le lanostérol est transformé en zymostérol par un processus
complexe impliquant diverses reactions de déméthylation, de réduction et de désaturation
catalysées par la lanostérol 14-a-déméthylase (ERG11), la C-14 stérol réductase (ERG24) et un
complexe de déméthylation C-4-ERG25-ERG26-ERG27. Les enzymes ERG28 et ERG29 sont
aussi susceptibles de participer a la réaction du complexe de déméthylation C-4 (Liu et al.,
2019 ; Ward et al., 2018). Le zymostérol est le premier intermédiaire de la voie de biosynthése
qui peut étre incorporé dans les membranes cellulaires (Zinser et al., 1993). Ensuite, I’enzyme
delta (24) -stérol C-méthyltransférase (ERG6) convertit le zymostérol en fécostérol, suivi de la
formation d'épistérol grace a la C-8 stérol isomérase (ERG2). L’épistérol est finalement
désature et réduit par la stérol C-5 désaturase (ERG3), la C-22 stérol désaturase (ERGD5) et la
delta (24(24(1))) -stérol réductase (ERG4) en ergostérol. L’ergostérol est synthétisé dans le RE,

mais est principalement transporté vers la membrane plasmique.
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Figure 10 : Schéma illustrant les étapes clés de biosynthése de I’ergostérol chez les

champignons (Jorda et Puig, 2020). ERGL, la squaléne monooxygénase ; ERG2, C-8 stérol isomérase ;
ERGS3, stérol C-5 désaturase ; ERG4, delta (24(24(1)))-stérol réductase ; ERG5, C-22 stérol désaturase ; ERG6
delta (24) -stérol C-méthyltransférase ; ERG7, lanostérol synthase (Erg7) ; ERGY, squalene synthase ; ERG11,
lanostérol 14-a-déméthylase ; ERG24, C-14 stérol réductase ; ERG25,C-4 méthyl stérol oxydase, ERG26, C-3
stérol déshydrogénase ; ERG27, 3-céto-stéroide réductase.

PartieVI. Les conservateurs alimentaires
VI.1. Définition des additifs alimentaires

La définition d’un additif alimentaire selon le Codex Alimentarius : aux fins du codex
alimentarius I'expression "additif alimentaire” se dit de toute substance qui n'est pas
normalement consommée en tant que denrée alimentaire en soi, et n'est pas normalement
utilisée comme ingrédient caractéristique d'une denrée alimentaire, qu'elle ait ou non une
valeur nutritive et dont l'addition intentionnelle & la denrée alimentaire dans un but
technologique ou organoleptique a une étape quelconque de la fabrication, de la
transformation, de la préparation, du traitement, du conditionnement, de I'emballage, du
transport ou du stockage de ladite denrée, entraine ou peut entrainer (directement ou
indirectement) son incorporation ou celle de ses dérivés dans la denrée on peut affecter d'une
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autre fagon les caractéristiques de ladite denrée. L'expression ne s'applique ni aux
contaminants, ni aux substances ajoutées aux denrées alimentaires dans le but d'en maintenir
ou améliorer les propriétés nutritives (Codex alimentarius,1989).
V1.2. Classification des additifs alimentaires selon leur catégorie fonctionnelle

La dénomination des additifs alimentaires se fait par la lettre E en référence a
’autorisation par I’Union européenne ou SIN pour le systéme international suivi de trois
lettres en référence a la catégorie (100 pour les colorants, 200 pour les conservateurs, 300
pour les antioxydants, 400 pour les agents de texture) (Codex alimentarius,1989).
V1.3. Agents de conservations chimiques
V.3.1. Définition

Les agents de conservation communément appelés conservateurs sont des substances
chimiques numérotées d’E200 a E290 selon les normes de la communauté économique
européenne (CEE). Les conservateurs sont a peu prés 40 composés réglementés, dont la
fonction est de retarder ou d’empécher une prolifération des microorganismes a travers une
action bactériostatique et/ou fongicide. L’utilisation des agents de conservation est restreinte
autant que possible au profit des traitements thermiques surtout pour les denrées a
consommation progressive (confitures, conserves, cornichons, jus). Les conservateurs les
plus utilisés sont, I’acide benzoique, les parabenes, I’acide sorbique, les acides organiques,
I’anhydride sulfureux, le benzoate de sodium et le sorbate de potassium (Bourgeois, 1984)
V1.3.2. Benzoate de sodium
V1.3.2.1. Définition

Le benzoate de sodium (Figure 11) est un conservateur dérivé de 1’acide benzoique, actif
contre les levures et les bactéries et a un degré moindre contre les moisissures (Cruess,
1932). Son intervalle de pH fonctionnel et optimal s’étend de 2,5 a 4 ce qui le rend adapté a
la conservation des aliments qui sont acides ou facilement acidifiés (les boissons a base de
carbonates, les jus de fruits).
V1.3.2.2. Propriétés chimiques et physiques

Le benzoate de sodium se présente sous forme de poudre blanche. Il peut é&tre mélangé en
étant sec dans des quantités de liquide et se dissoudre promptement. Sa température de fusion
est comprise entre 120 °C et 124 °C.
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Figure 11 : Structure chimique du benzoate de sodium

V1.3.2.3. Sécurité d’utilisation

Le benzoate de sodium mélangé a la nourriture a moins de 0,5g/jours et a 5mg/kg de poids
corporel, ne présente pas un d’effet délétére ou poissonneux pour la santé de I’lhomme. En
revanche, a plus forte dose (4g/jour) des manifestations allergiques (urticaire, asthme, prurit)
peuvent apparaitre (Griffith et al., 1989). Le benzoate de sodium pourrait aussi étre un
facteur d’hyperactivité, chez des enfants (Bateman, 2004) et provoquerait des insomnies,
un affaiblissement du systéeme immunitaire, digestif ( Maier et al., 2010). Un effet
cancérigene de cette substance a aussi éte rapporte lorsqu’elle est en présence de la vitamine
C, ce qui pourrait constituer un sérieux probléme pour la conservation des jus (FDA, 2006)
V1.3.3. Sorbate de potassium
V.3.3.1. Définition

Le sorbate de potassium (Figure 12) est un conservateur dérivé de 1’acide sorbique, actif
a basse concentration contre les levures et les moisissures et a un degré moindre contre les
bactéries. Son intervalle de pH fonctionnel s’étend jusqu'a 6,5 (Beneke et al., 1955). 1l est
utilisé pour la conservation de nombreux aliments tels que les fromages, les jus de fruits, les
fruits mars, les légumes et les marinades.
V.3.3.2. Propriétés chimiques et physiques
Le sorbate de potassium se présente sous forme de poudre blanche, trés soluble dans I’eau
(139,29 /100mL) a 20 °C et sa temperature de fusion est de 270 °C.

H H

= H

Figure 12 : Structure chimique du sorbate de potassium
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V.3.3.3. Sécurité d’utilisation

Le sorbate de potassium présente une dose Iétale (DL50) de 4 & 7g/kg de poids corporel
chez le rat. (Deuel et al., 1954 ; Smyth et al., 1948). Cependant, il peut étre toxique pour
I'ADN des lymphocytes humains (Mamur et al., 2012), en plus d’étre a 1’origine de
mutations génétiques s’il est combiné avec des nitrites (Hartman, 1983).
Parties VII. Présentation du docking moléculaire
VI1.1. Définition du docking moléculaire

Le docking moléculaire ou amarrage moléculaire en francais, est une des techniques de
modélisation dont la particularité consiste a combiner deux molécules ou plus. L’ importance
de la méthode consiste a étudier et a prédire les interactions possibles entre des ligands
(petites molécules activatrices ou inhibitrices) et les acides aminés qui constituent la
structure d’un récepteur (protéine) qui est souvent une enzyme. (bioinfo-fr). Le docking
moléculaire se base sur des méthodes de calcul pour évaluer I’orientation optimale d'une
molécule vers une seconde lorsqu'elles sont liées pour former un complexe stable (Lengauer
et Rarey ,1996)
VI1.2. Types de Docking

Il existe trois types de docking moléculaire :
- Le docking rigide qui consiste a obtenir la conformation préférentielle d’un systéme
proteine ligand en considérant que chacune des deux molécules est une entité rigide tout en
conservant une géometrie interne fixe. Dans ce cas, la relaxation de la géométrie interne de
chaque entité, en interaction dans le complexe, n’est pas prise en compte.
- Le docking flexible ou les structures de la protéine et du ligand sont modifiées durant le
processus de docking moléculaire afin d’optimiser au mieux I’interaction entre les deux
entités (Thiriot, 2009).
- Le troisiéme type est a mi-chemin des deux premiers, c¢’est le docking semi-flexible, ou les
partenaires d’interaction sont partiellement déformables. En général, le récepteur est traité
comme étant rigide et le ligand comme étant totalement flexible. (Aurélien, 2007)
VI11.3. Etapes du Docking moléculaire

La technique du docking moléculaire se fait en quatre étapes principales (Figure 13) :
- La premiere étape consiste a ’obtention de la structure tridimensionnelle des protéines et
des ligands.
- La seconde étape consiste a la préparation des structures (récepteurs et ligands) en vue du
docking moléculaire. Pour cela, il est nécessaire de veiller a résoudre les problémes de clashs

stériques, ainsi que ceux des états de protonation.
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- La troisiéme étape, c’est le docking & proprement dit qui est la méthode qui calcule
l'orientation préférée d'une molécule vers une seconde lorsqu'elles sont liées pour former un
complexe stable.

- La quatriéme étape consiste a la prédiction et a I’évaluation des résultats obtenus afin

de mettre au point des modes d’interactions potentielles. L’évaluation de la validation des

meilleurs résultats se fait grace a un algorithme de docking et a des fonctions de score.

(Aurelien, 2007).
Cristallographie Modélisation
rayons X

Détermination
des structures de structure

Préparation

Docking

Prédiction
Evaluation

Figure 13 : Etapes typiques d’un docking moléculaire (Aurélien, 2007)

VI1.4. Algorithme de docking

Un algorithme de docking doit pouvoir explorer 1’espace conformationnel possible, de
facon efficace et exhaustive. L’aptitude d’un algorithme a trouver I’emplacement correct du
ligand par rapport a son récepteur est habituellement déterminée au moyen de la déviation
quadratique moyenne ou RMSD (Root-Mean-Square Deviation) du modele congu par le
logiciel vis-a-vis de la structure du crystal. La valeur admise est une différence maximale de
2 angstroms (A°) au-dela de laguelle la prédiction est considérée comme non adéquate.
(Vieth, 1998 ; Gabb, 1997)
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VI1.5. Fonctions de score

La fonction de score est une donnée numérique nécessaire afin de quantifier le degré avec
lequel un ligand se complexe a un récepteur. C’est globalement une approximation de
I’énergie libre résultant du passage de la forme libre de la protéine et du ligand a I’association
sous forme de complexe. Le principe thermodynamique est le suivant (Kollman et al.,
2000) :

AG=AG complexe -AG Ligand'AG Protéine

L’établissement d’une bonne fonction de score est un important probléme du docking
moléculaire. Il arrive souvent que la solution évaluée comme étant la plus probable ne soit
pas la forme native attendue. Ceci peut étre di au fait que le complexe natif n’est pas
forcément celui qui présente la plus grande surface d’acceés, ou encore le plus grand nombre
de liaisons hydrogene disponibles. L’estimation de I’affinité repose généralement sur un
calcul d’énergie contenant un certain nombre d’approximations. Pour cela, il existe
différentes fonctions de scores qui sont généralement classées en quatre familles (Brut,
2009 ; Gohlke et Klebe, 2002 ; Ferrara et al., 2004) : les fonctions de score basées sur un
champ de force, les fonctions de score empiriques, les fonctions de score consensus, et les
fonctions de score du type knowledge-based.

VI1.6. Interactions protéines-ligand

Le probléme qui se pose pendant ’ancrage du ligand au sein de la proteine (docking) est
la prédiction de la conformation et I’orientation du ligand relative au site actif de la protéine
cible. Parmi les interactions qui peuvent exister entre le ligand et la protéine, il y a celles de
type polaire (liaisons hydrogene, ioniques et les interactions de Van der Waals) et celles de
type hydrophobe qui sont issu d’un contact entre des groupements hydrophobes. (Leach et
Kuntz, 1992 ; Bohm et Ludi,1992 ; B6hm, 1994)

VI1.6.1. Liaison hydrogene

La liaison hydrogene est une liaison chimique non-covalente (faible) de type dipGle-
dip6le entre deux molécules ou entre deux groupements d'une molécule. C’est une force
d’attraction entre deux molécules dont I’'une posséde un atome tres électronégatif (O, N, F)
et ’autre un atome d’hydrogene (OH, NH2). Ce type de liaison résulte d'un transfert partiel
d'un électron célibataire sur le groupement H et peut étre intramoléculaire ou
intermoléculaire (Figure 14). Les liaisons hydrogéne jouent un réle trés important en chimie
et en biochimie, car elles jouent le réle de stabilisateurs de la structure secondaire des
macromolécules biologiques. Elles sont aussi responsables des interactions intermoléculaires

(reconnaissance de petites molécules par des récepteurs) (Atkins et De Paula, 2013).
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Figure 14 : Formation d’une liaison hydrogeéne (Gerschel, 2012)
VI1.6.2. Interaction de Van der Waals

Ces interactions reposent sur les interactions entre les dipbles constitués par les molécules
ou entre une molécule et un cristal. 1l en existe trois types : I’interaction électrostatique entre
deux multipdles permanents qui se nomme les forces de Keesom, I’interaction entre un
multipdle permanent et un multipdle induit (effets d'induction) appelée les forces de Debye .
Enfin, Pinteraction électrostatique entre deux multipdles induits (effets de dispersion),
appelée les forces de London. Les forces de Van der Waals sont tres faibles, mais lorsqu’elles
sont présentes dans des macromolécules en nombre important, ¢a engendre une force
importante (Gerschel, 2021).

VI11.6.3. Les interactions hydrophobes

Les molécules non-polaires et peu polarisables (hydrophobes) ont tendance a se regrouper
pour créer une force d’interaction hydrophobe. Il s'agit d'interactions entre molécules ou
groupements qui ont trés peu d'affinité pour I’eau. Les groupements vont se positionner de
maniére a présenter la plus faible surface de contact avec l'eau. Les groupements vont donc
s'attirer mutuellement par des forces de type dispersion (London). Plusieurs acides aminés
hydrophobes se trouvent en contact a I’interface par complémentarité hydrophobe. Ces
derniers entrainent une interaction stabilisante pour beaucoup de complexes. Les acides
aminés non-polaires tendent a créer entre elles des liaisons de type interactions "patch"
hydrophobe (Figure 15) (Israelachvili, 2011).

Il existe divers types d’interactions hydrophobiques, mais les plus fréquentes sont celles
qui se forment entre le centre d’un cycle aromatique et les atomes d’un autre cycle, d’un
amide ou de groupements méthyles. Pour le placement du ligand dans le site actif de la
protéine, les interactions hydrogenes sont utilisées en premier, ensuite celles hydrophobes.
(Rarey et al., 1999)
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Figure 15 : Formation d’une interaction hydrophobe (Gerschel, 2012)
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Cadre de I’étude

Mon travail de thése a été effectué au sein du laboratoire de recherche en Technologie
Alimentaire (LRTA) de [I'universit¢ M’hamed Bougara de Boumerdés (UMBB) et du
laboratoire Ethnobotanique et Substances Naturelles de I’Ecole Normale Supérieure (ENS) de
Kouba. Ce travail repose sur le protocole expérimental suivant :
-Evaluation des propriétés physico-chimiques par GC/FID et GC/SM des HEs du T. vulgaris et
du C. nardus réalisée au niveau du laboratoire de chimie et de biomasse de 1’université de Corse
(France).
-Evaluation in vivo de la toxicité orale aigué réalisée au niveau de I’animalerie du centre de
recherche (CRD) du laboratoire pharmaceutique SAIDAL (Djasr Kasentina, Alger). L’étude
histopathologique a été réalisée au niveau du laboratoire d’Anatomie et de Cytopathologie
Vétérinaire de I'institut PASTEUR Algérie (Annexe El Hamma).
-Evaluation de la cytotoxicité des deux HEs du T. vulgaris et du C. nardus par test MTT réalisée
au niveau du Laboratoire de Cytologie des Plantes et de Biotechnologie, du département des
substances naturelles et d’innovation en systémes biologiques de I'université¢ de Tuscia (Viterbo,
Italie).
-Etude in vitro de I’activité antibactérienne des deux HEs du T. vulgaris et du C. nardus vis-a-vis de
10 souches bactériennes a Gram positif et négatif réalisée au niveau du laboratoire de microbiologie
de ’ADE de Boumerdes.
- Etude in vitro de I’activité antifongique des deux HEs du T. vulgaris et du C. nardus vis-a-vis de 9
souches de levures et de champignons filamenteux (moisissures) au niveau du laboratoire de
Mycologie de Iinstitut Pasteur d’Alger (Deli-brahim)
- Evaluation de Iactivité antioxydante des deux HEs du T. vulgaris et du C. nardus par deux tests
(DPPH et ABTS) différents.
-Application des deux HEs du T. vulgaris et du C. nardus comme conservateurs antimicrobiens
envers une souche fongique (S. cerevisiae) dans un systeme alimentaire qui est une boisson
commerciale gazeuse a base d’agrumes (Orangina®). De plus, I’effet de 1’association des deux
HEs a un traitement thermique modéré sur la conservation antifongique de la boisson choisie a
aussi été investigué. L’expérience a été réalisée au niveau du Centre Technique des Industries
Agroalimentaires (CTIAA) de Boumerdes. Alors que I’identification moléculaire de la souche
testée a été effectuée au niveau du laboratoire Gene Life Sciences (Sidi bel abbés, Algérie).
-Evaluation in silico des propriétés ADME des composés des deux HEs du T. vulgaris et du C.
nardus et 1’étude par docking moléculaire du mécanisme d’action impliqué dans 1’effet

antifongique des deux HEs étudiées envers la souche S. cerevisiae.
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Partie I. Caractérisation physico-chimique des huiles essentielles du Thymus vulgaris et
Cymbopogon nardus
1.2. Matériel végétal

Les deux HEs du T. vulgaris et le C. nardus ont été fournies par la société ZIPHEE-Bio
(Lakhdaria, Bouira, Algérie). Les deux plantes ont été cueillies de la wilaya de Djelfa et les
HEs ont été obtenues par entrainement a la vapeur de leurs parties aériennes.
1.3. Analyse en CG/FID combinée a une GC/SM
Les deux HEs du T. vulgaris et du C. nardus ont subi une GC/FID combinée a une GC/SM.
1.3.1. Analyse en CG/ FID

Les échantillons des deux HEs ont été analysés par un chromatographe en phase gazeuse, de
la marque Clarus associé a un détecteur a ionisation de flamme (FID) et a deux colonnes
capillaires de polarité opposées. Les conditions d’analyses des échantillons sont regroupées

dans le Tableau 6.

Tableau 6 : Conditions opératoires de la CG/FID

Composant Particularité et température
Clarus Perkin Elmer 500

FID 300 °C

Injecteur 250° C

Volume injecté 0,5 uL

Mode Split (1/60)

Colonne 1 (apolaire) BP-1(polydiméthylsiloxane)
Gaz vecteur Hélium

Colonne 2 (polaire) BP-20 (polyéthyléne glycol)

Dimension des colonnes (Longueur, diamétre intérieur, |~ 50 m, 0,22 mm,0,25um
épaisseur du film)

Température du four 60°C a 2°C/min jusqu’a 220°C (20 min)
Gaz vecteur Hélium, Débit : 0,8 mL/min

1.3.2. Analyse en CG/SM

Les spectres de masse des composés volatils ont été obtenus par un spectrométre de
masse a quadriplle et a ionisation par bombardement électronique Clarus, couplé directement
a un chromatographe Clarus Perkin-Elmer équipé d’une colonne dotée d’un injecteur
automatique. Les conditions d’analyses des échantillons sont résumées dans le Tableau 7.

Tableau 7 : Conditions opératoires de la GC/SM
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Composant

Clarus Perkin-Elmer
FID

Injecteur

Volume injecté
Mode

Colonne

Gaz vecteur
Dimension de la colonne (Longueur, diamétre
intérieur, épaisseur du film)
Gradient

Gaz vecteur

SM

Détecteur, quadrip6le

Type d’ionisation

Particularité et température
Autosystem XL

300 °C

250 °C

0,2 uL

Split (1 :80)
BP-1(polydiméthylsiloxane)
Hélium

60 m, 0,22 mm, 0,25um

60 °C & 2 °C/min jusqu’a 230 °C (45 min)

Hélium, Débit : 1 mL/min

Clarus SQ8S Perkin EImer TurboMass

Impact électronique a 70 eV

40-400 Da
230°C

Balayage automatique (La masse du scan)

Source d’ion

1.4. Identification des composés volatils

L’identification des composés volatils a été réalisée par CG/FID combinée a une GC/SM
aprés une double séparation des échantillons sur deux types de colonnes capillaires polaire
BP-20 (polyéthylene glycol) et apolaires BP-1 (polydiméthylsiloxane). L’identification des
composes qui constituent les deux HEs se fait grace au calcul de leurs indices de rétentions
(IR). Ces IRs sont calculés sur les deux types de colonnes apolaire et polaire en utilisant les
temps de rétention (TR) des composés élués et des alcanes d'un mélange de n-alcanes analysés
dans les mémes conditions chromatographiques. Les IR obtenus sont ensuite comparés avec
ceux présents dans des bases de données commerciales (Adams, 2007 ; Joulain et Koénig
,1998 ; NIST, 2014). Le calcul de I’indice de rétention se fait selon 1’équation suivante (Van
Den Dool et Kratz, 1963) :

IR = 100x[(tr(i) — tr(n)/(tr(n+1) — tr(n))]
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Avec :
tr(i): temps de rétention absolu du composé inconnu
tr(n): temps de rétention absolu de 1’alcane a n atomes du carbone qui précéde le soluté
tr(n+1):temps de rétention absolu de I’alcane a n+1 atomes du carbone qui suit le soluté
n : différence du nombre d’atomes de carbone entre les deux alcanes (généralement n = 1)
I.5.Quantification des composés volatils

Les proportions relatives des constituants des deux HEs ont été exprimées en pourcentages
obtenus a partir des données de la surface des pics, sans utilisation de facteurs de correction.
Partie Il. Evaluation de la toxicité in vivo et in situ des huiles essentielles du Thymus
vulgaris et du Cymbopogon nardus
I1.1. Evaluation de la toxicité aigtie orale des huiles essentielles du Thymus vulgaris et du
Cymbopogon nardus
11.1.1. Principe

L’évaluation de la toxicité aigué des HEs du T. vulgaris et du C. nardus selon la méthode de
« toxicite aigué par classe », un processus séquentiel utilisant trois souris d’un seul sexe par
¢tape, avec l’utilisation de doses croissantes prédéterminées a chacune d’elles. Suivant la
mortalité et/ou 1’état moribond des animaux, deux a quatre étapes sont en moyenne necessaires
pour évaluer la toxicité aigué des HEs. Cette procédure est facile a reproduire, utilise un nombre
trés restreint d’animaux comparativement aux autres méthodes d’évaluation de toxicité aigué
(Lignes directrices OCDE 420 et 425), mais elle ne permet pas le calcul précis de la dose
létale médiane (DL50). La méthode permet de classer la toxicité des HEs dans la gamme de
doses qui est considérée comme létale di au fait que la mort des animaux est le principal fait
observer.
11.1.2. Protocole expérimental
I1.1.2.1. Conditions d’expérience

Des souris femelles NMRI, saines et non gestantes ont été utilisées, agees de 8 a 12
semaines, pesant 25 g provenant de I’¢levage de ’animalerie de I’institut PASTEUR (Kouba,
Alger). Un éclairage artificiel est utilisé et la séquence doit étre de 12 h de lumiére et 12 h
d'obscurité, alors que de la nourriture classique de laboratoire est utilisée pour ’alimentation
des animaux avec un acces ad libitum a l'eau potable.

Les animaux sont choisis au hasard, marqués et numérotés pour permettre une identification
individuelle et gardés dans leurs cages pour les acclimater aux conditions de laboratoire quatre

jours avant I'expérience (Figure 16).
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Figure 16 : Préparation des lots de souris

11.1.2.2. Niveaux de doses administrées aux différents lots

Les doses administrées des HEs du T. vulgaris et du C. nardus sont les suivantes : 50,
300 et 2 000 mg/kg de poids corporel (p.c) basées sur les recommandations de ’OCDE
(Ligne directrice 423). Le niveau choisi est celui pour lequel une mortalité parmi les
animaux traités peut s’observer. Chaque étape nécessite trois animaux auxquels la méme
dose est administrée et ceux qui survivent se voient administrer la dose supérieure. Un lot
de 3 souris a servi de groupe témoin et ne s’est vu administré aucune substance. Le schéma
d’essai selon la ligne directrice 423 est présenté dans I’annexe 1.
I1.1.2.3. Voie d’administration

Les HEs ont été administrées en une seule dose par gavage (Figure 17) a l'aide d'une
sonde gastrique, a raison de 0,5 mL pour 20g de p.c. Les animaux ont été laissé a jeun
pendant 3 a 4 h avant I'administration de la substance. Apres la période de jeun, les animaux
ont été peses et puis la substance d'essai leur a été administrée.

L’intervalle de temps entre I’administration de chaque niveau de dose est dicté par le

moment du début, la durée et la sévérité des effets toxiques observés.
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Figure 17 : Gavage des animaux
11.1.2.4. Observations macroscopiques

Les animaux ont été observés individuellement au moins une fois pendant les premieres 30
min ainsi que pendant 4 h. Des observations ont aussi été réalisées régulierement pendant 24 h
apres le traitement, et quotidiennement pendant 7 jours apres l'administration de la substance.
Toutefois, la durée d'observation n’a pas été fixée d'une manicre rigide. Elle a été fixée en
fonction des réactions de toxicité, de leur vitesse d'apparition et de la longueur de la période de
récupération.

Toutes les observations ont été enregistrées de facon systématique (Tremblement,
convulsion, salivation, diarrhée, 1éthargie, sommeil et coma...etc.). Chaque animal a été pesé
avant l'administration des HEs et réguliérement durant toute I’expérience. Les animaux d’essai
survivants ont subi une euthanasie, une dissection et une autopsie a I'échelle macroscopique.
Ensuite, quatre organes ont été prélevés qui sont : le foie, les reins et les poumons, qui ont été
conservés dans du formol a 10 % afin de les préserver de toute altération tissulaire. Les
altérations pathologiques au niveau microscopique ont été constatées grace a la réalisation
d’une étude histopathologique.
11.1.2.5. Etude histopathologique
Cette étude comprend plusieurs étapes successives énoncées ci-dessous :
11.1.2.5.1. Fixation

Les organes prélevés ont été découpés en fragments a ’aide d’une lame et placés dans des
cassettes préalablement étiquetées. Elles ont ensuite été plongées dans du formol a 10 % pour
au moins 24 h a température ambiante. Le but histologique de la fixation est d’immobiliser les

cellules dans un état proche de 1’état vivant (Figure 18).
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Figure 18 : Découpage et fixation des organes
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11.1.2.5.2. Déshydratation et inclusion

Les cassettes ont été placées dans un automate afin de subir une déshydratation par
submersion dans des bains d’éthanol de concentrations croissantes (60 %, 70 %, 90 %, 95 % et
100 %) de 1 h chacun. Cette étape permet d’éliminer 1’eau des tissus pour les préparer a
I’inclusion. Ensuite, les échantillons sont passés dans deux bains de xyléne pendant 2 h afin
d’éliminer toute trace d’éthanol. Ensuite, I’inclusion a été faite par immersion des cassettes dans
deux bains successifs de paraffine fondue a 56 °C pendant 12 h. Le xyléne occupe la place de
I’eau et par conséquent facilite la pénétration de la paraffine puisque cette dernicre est
hydrophobe.
11.1.2.5.3. Enrobage et confection des coupes

A T’aide d’un appareil d’inclusion, les quatre organes (foie, rein et poumons) ont été placés
dans des moules en inox et recouverts de paraffine fondue (Figure 19). Apres cela, les moules
ont été deposeés sur une plaque refroidissante afin de solidifier la paraffine et mis au congélateur.
Ensuite, les blocs de paraffine ont été démoulés pour étre placés dans un microtome afin de
confectionner des coupes d’environ 5 um d’épaisseur. Ces rubans ont ét€¢ déposés sur des lames
marquées, qui sont immergées un court instant dans un bain-marie de
60 °C. Apres cela, les lames ont été rangées sur un porte-lame puis placées dans 1’étuve pour

une durée de 30 min.
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Figure 19 : Enrobage des fragments d’organes dans de la paraffine

11.1.2.5.3. Déparaffinage et réhydratation

Les coupes obtenues ont été d’abord déparaffinées et réhydratées par submersions
successives dans deux bains de xyléne de 5 min chacun. Les coupes ont été ensuite immergées
dans trois bains d’alcool a différents degrés (2 min a 100 %, 2 min & 96 % et 2 min a 90 %)
suivi d’un rincage avec de I’eau de robinet pendant au moins 3 min. Cette étape permet
d’¢éliminer toute trace de paraffine et de permettre la pénétration des colorants hydrophiles dans
les tissus.
11.1.2.5.4. Coloration des lames

La coloration des lames s’est faite suivant le protocole de coloration a I’Eosine/Hématoxyline de
Mayer (HE : ’hématoxyline basique colore le noyau acide (basophile) en bleu-violet et I’éosine
acide colore le cytoplasme basique (acidophile) en rose (Kierszenbaum, 2006).

Les coupes réhydratées ont été placées dans un bain d’hématoxyline pendant 45 secondes et
I’exces de colorant a €té enlevé par ringage a I’eau de robinet pendant 3 min. Les coupes ont
ensuite été passées dans I’alcool absolu pendant 1 min et dans trois bains de xyléne de 2 min
chacun suivi d’un ringage a ’eau. Elles ont été¢ mises ensuite dans un bain d’éosine pendant 1

min et ’excés de colorant est éliminé par ringcage a I’eau courante. Enfin, les lames ont été
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déshydratées en les passant dans trois bains d’alcool (1 min a 90 % et 1 min a 96 % et 1 min a

100 %) et dans deux bains de xylene de 2 min chacun (Figure 20).
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Figure 20 : Coloration des coupes

11.1.2.5.5. Montage des lames

Les lames ont été recouverte par des lamelles couvre-objet a ’aide d’une colle EUKITT.
Les lames ainsi préparées sont protégées, peuvent se conserver pendant une période illimitée
et sont prétes pour I’observation au microscope optique.
11.6. Evaluation in situ des propriétés cytotoxiques des huiles essentielles du Thymus
vulgaris et du Cymbopogon nardus

L’activité cytotoxique des deux HEs du T. vulgaris et du C. nardus a été évaluee grace a la
méthode MTT a I’encontre de deux lignées cellulaires (Mosmann, 1983).
11.6.1. Lignées cellulaires utilisées

Au cours de cette étude, deux lignées cellulaires ont été testées I’'une tumorale issue de
cellules d’adénocarcinome de sein humain (MDA-MB-231) et I’autre non tumorale issue de
cellules épithéliales de sein humain (MCF10A-CRL-10317™), Les deux lignées cellulaires ont

été mises en culture dans des conditions spécifiques qui sont regroupées dans le Tableau 8.
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Tableau 8 : Lignées cellulaires testées et milieux utilisés pour leur croissance.

Lignées cellulaires Source Milieu de culture

Les cellules sont cultivées dans
_ du DMEM F-12 supplémenté
(MDA-MB-231) human ATCC (American Type avec 10 % de FBS, 1 % de

adenocarcinoma breast cells Culture Collection) glutamine et 1 % de
pénicilline-streptomycine.

Les cellules sont maintenues dans
le milieu DMEM F-12
supplémenté avec 100 ng/mL de la

] toxine de choléra, 20 ng/mL
(MCFlOA-CRL-103 17TM) ATCC (American Type d’EGF, 0,01 mg/mL d’insuline,

normal breast epithelial cell Culture Collection) 500 ng/mL d’hydrocortisone, 5 %
d’HS, 1 % de glutamine et 1 % de
pénicilline-streptomycine.

DMEM F-12, Milieu de Eagle modifié par Dulbecco F12 (contient notamment 21 acides aminés, 10 vitamines,
du glucose, du fer et du zinc ; FBS, sérum bovin feetal ; EGF, facteur de croissance épidermique ; HS, sérum de
cheval

Aprés la mise en culture des lignées cellulaires, le milieu de culture a été prive d'EGF et
I'HS a été réduite a 2 %, les lignées cellulaires ont été maintenues a 37 °C dans des conditions
humidifiées a 5 % de CO.. Toutes les expériences ont eté réalisées avec les cellules dans leur
phase de croissance logarithmique.
11.6.2. Test MTT
11.6.2.1. Principe

Le test MTT repose sur I'utilisation des sels de tétrazolium (MTT), qui sont employeés pour
évaluer la cytotoxicité des composes génotoxiques. Cette technique repose sur la mesure de
I’activité de la succinate déshydrogénase mitochondriale présente au niveau des cellules
vivantes et donc métaboliqguement active (Figure 21). Cette enzyme va provoquer la rupture du
cycle tétrazolium, et par conséquent transformer le MTT de couleur jaune en cristaux de
formazan de couleur bleu violet. La membrane des cellules est imperméable aux cristaux de
formazan causant ainsi leur accumulation intracellulaire et I’addition d’un détergent va
engendrer leur solubilisation. L’activité de la succinate déshydrogénase mitochondriale est

directement corrélée avec la viabilité cellulaire ainsi qu’avec la densité cellulaire.
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MTT Formazan
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Figure 21 : Principe du test MTT (Prakash et al., 2011)

11.6.2.2. Protocole expérimental

La cytotoxicité des HEs étudiées a eté évaluée en utilisant le test MTT comme décrit par
Masci et al. (2023). Afin de réaliser ce test, les cellules ont été ensemencées dans des microplaques
de 96 puits a 1 x 10° cellule/mL pour les deux lignées cellulaires (MDA, MCF10). La microplaque
a ensuite été incubée dans un incubateur humidifié avec 5 % CO> a 37 °C durant 24 h.

En paralléle, les deux HEs ont subi 10 dilutions aux 1/2 a des concentrations allant de 0,5 a
0,0156 mg/mL, preparées préalablement dans du diméthylsulfoxyde (DMSO) (50 % v/v).
Ensuite, chaque extrait d’HE a été ajouté au milieu, sachant que le DMSO et I’eau ont servi de
contréles négatifs.

Apres 24 h de traitement, le milieu contenant les extraits testés a été aspiré et un volume de
100 pL de la solution de MTT (0,5 mg/mL) a été ajouté dans chaque puit, puis le tout a été
incubé pendant 3 h dans I’obscurité. Ensuite, la solution de MTT a été retirée et 100 pL de
DMSO ont été ajoutés afin de solubiliser les cristaux de formazan.

L’absorbance a été lue a 595 nm au spectrophotométre UV-visible et la concentration qui
inhibe 50 % de la population cellulaire (CI150) pour les deux HEs a été déterminée pour les deux
lignées cellulaires testées. La viabilité cellulaire exprimée en pourcentage a été calculée comme

suit :

Moyenne de I'absorbance des cellules traitées

100

Viabilité cellulaire (%) =
( ) Moyenne d’absorbance des cellules non traitées (Controle)
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Partie 111 : Evaluation des activités biologiques des huiles essentielles du Thymus vulgaris
et du Cymbopogon nardus
I11.1. Evaluation de P’activité antioxydante des huiles essentielles du Thymus vulgaris et
du Cymbopogon nardus
I11.1.1. Test DPPH
I11.1.1.1. Principe

Le test repose sur I’utilisation de la molécule de DPPH (2,2-diphényl 1-picrylhydrazyl) qui
est un radical libre stable, dont la solution est de couleur violette. Une solution de DPPH
mélangée avec une substance, antioxydante, donneuse d’atomes d'hydrogene aboutit a la
formation d’une molécule réduite (DPPH-H) (Figure 22). Cette transition entraine la perte de
la coloration violette de la solution de DPPH qui devient jaune caractérisée par une bande

d’absorption dans le visible a 517 nm.
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Figure 22 : Principe du test DPPH (Liang et Kitts, 2014)
111.1.1.2. Protocole expérimental

L’activité antioxydante des deux HEs du T. vulgaris et du C. nardus a été mesurée en
utilisant le test DPPH (2,2 diphényl 1-picrylhydrazyl) (Brand-Williams, 1995). Le DPPH a été
préparé en le dissolvant dans de 1’éthanol et 1’absorbance a été ajustée a 0,5 au
spectrophotometre UV-visible afin d’obtenir une solution homogéne de DPPH.

Des extraits éthanoliques d’HE ont été préparés dont la concentration varie de 0,5 a
10mg/mL. Ensuite, un volume de 1,8 mL de chaque extrait préparé est ajouté a 0,2 mL de la
solution de DPPH et le tout a été homogénéisé au vortex. Le mélange réactionnel a été incubé
pendant 30 min dans I’obscurité et a température ambiante. L’absorbance de chaque mélange a
été mesurée a 517 nm contre un blanc contenant de 1’éthanol qui permet de calibrer I’appareil

(spectrophotometre UV-VIS). L’activité antioxydante est déterminée selon 1’équation suivante :
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Inhibition% = (Abs 0 - Abs 1/ Abs 0) x100

Avec
Abs 0 : ’absorbance du témoin
Abs 1 : I’absorbance du composé testé a différentes concentrations.

Le graphique de la variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration de
L’HE permet de déterminer la C150 correspondant & 50 % d’inhibition des radicaux libres et
qui constitue I’activité antioxydante de I’HE. Cette valeur est comparée a celle trouvée pour les
contrbles positifs. La vitamine C a été utilisée comme substance de référence. Toutes les
expériences ont été reproduites trois fois.

111.1.2. Test ABTS
111.1.2.1. Principe

Le test ABTS est basé sur la capacité d’une substance antioxydante a transformer le radical
cationique ABTSe+(L'acide 2,2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique)) de coloration
verte bleue en sa forme réduite non radicalaire ABTS qui est incolore (Figure 23). La forme
réduite est caractérisée par une bande d’absorption a 734 nm. Le radical préformé ABTSe+ est

généré exclusivement en présence des ions persulfates (S20s%).
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Figure 23 : Principe du test ABTS (Echegaray et al., 2021)
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111.1.2.2. Protocole expérimental

Le test ABTS a été utilisé pour déterminer I’activité antioxydante des deux HES en utilisant
les cations ABTS«+ (Chen et al., 1997). Le radical ABTS++ a été obtenue par le melange d’une
solution d’ABTS (7mmol/L) avec du persulfate de potassium (2,45mM) qui ont ensuite été
dissous dans I’eau distillée. Le mélange réactionnel a été mis au réfrigérateur a ’abri de la
lumiere pour au moins 16 h. Avant son utilisation, le réactif a été dilué¢ dans de 1’éthanol et
I’absorbance a été ajustée a 0,7 (x0,02) mesurée a 734 nm. Par la suite, un volume de 1,8 mL
des extraits éthanoliques des deux HEs (0,5mg-10mg/mL) a été mélangé avec 0,2 mL de la
solution d’ABTSe+. Le mélange a été incubé dans I’obscurité pour 10 min et la lecture de
I’absorbance du milieu réactionnel s’est faite a 750 nm contre un blanc (éthanol). Les résultats
sont exprimés en CI50 (concentration capable de réduire de 50 % l'activité radicalaire). La
vitamine C a servi de substance de référence.
I11.2. Evaluation de I’activité antimicrobienne des huiles essentielles du Thymus vulgaris
et du Cymbopogon nardus

Les activités antibactérienne et antifongique des deux HEs étudiées ont été testées sur un
large panel de souches microbiennes en utilisant deux tests différents (diffusion sur disque et
vapeur) et les concentrations minimales inhibitrices (CMI) ont aussi été évaluées.
I11.2.1. Microorganismes testés
111.2.1.1. Souches bactériennes testées
L’activité antibactérienne des HES du T. vulgaris et du C. nardus a été testée sur des souches

de références et d’origine alimentaire. La liste des souches testées est énoncée dans le Tableau

9.
Tableau 9 : Les souches bactériennes de références utilisees
Souches a Gram-positif Souches a Gram- négatif
Enterococcus faecalis ATCC 49452 Escherichia coli ATCC25922
Listeria innocua CLIP 74915 Klebsiella pneumoniae ATCC 700603
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Salmonella typhimurium ATCC 13311

Staphylococcus aureus Résistant a la Méticilline  Pseudomonas aeruginosa ATCC853
(SARM) ATCC 43300
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Les deux souches d’origine alimentaires utilisées sont : la Staphylococcus aureus et la
Pseudomonas aeruginosa. Elles ont été fournies par le service de microbiologie alimentaire de
I’institut Pasteur d’Alger (Deli Ibrahim).
111.2.1.2. Souches fongiques testées :

Les souches fongiques utilisées sont des souches cliniques identifiées macroscopiquement,
microscopiquement et biochimiquement. Elles ont été fournies par le laboratoire de
Mycologie de I'institut Pasteur Algérie (Deli Ibrahim) et sont regroupées dans le Tableau 10.

Tableau 10 : Les souches fongiques utilisées

Souches de levures Souches de moisissures
Candida albicans Aspergillus fumigatus
Candida parapsilosis Aspergillus niger
Candida tropicalis Aspergillus flavus
Candida glabrata Fusarium sp

Saccharomyces cerevisiae -

111.2.3. Antibiogramme des souches bactériennes testées

Les disques d’antibiotiques utilisés pour tester la sensibilité des souches bactériennes
utilisées sont les suivants : Chloramphénicol (30mg), Amoxicilline (25mg), Ciprofloxacine
(5mg), Rifamycine (5mg), Fosfomycine (20mg), Erythromycine (15mg), Tétracycline
(30mg), Azithromycine (15mg)
111.2.4. Les milieux de cultures utilisés

La gélose nutritive (GN) a été utilisée pour conserver et repiquer les souches bactériennes
et le milieu Muller Hinton (MH) a été utilisé pour tester les propriétés antibactériennes des
HEs. Le milieu Sabouraud supplémenté de chloramphénicol (SAB) a été utilisé pour faire
pousser les souches fongiques.
111.2.4. Test de diffusion sur disque
111.2.5.1. Principe

Le test de diffusion sur disque (Figure 24 a) est principalement employé pour des études
préalables a des études plus poussées, du fait qu’il fournit des résultats surtout qualitatifs. Elle
a pour principe d’utiliser des disques de papiers filtres imprégnés des substances testées. Les
disques sont ensuite déposés a la surface d’une gélose uniformément ensemencée avec une
suspension de la souche microbienne a tester. Chaque substance diffuse a partir du disque au
sein de la gélose et y délimite une zone d’inhibition en fonction de la concentration et de

I’efficacité de la substance. Les souches microbiennes poussent sur toute la surface du milieu
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de culture hormis la ou une concentration suffisante de la substance y est rencontrée, il en
découle une zone circulaire dépourvue de colonies, nommée zone d’inhibition. Plus le diamétre
de cette zone est important, plus le microorganisme est sensible a la substance. Plus il est petit,
plus la souche microbienne est résistante (Bauer et Kirby, 1967).
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Figure 24 : Principe du test de diffusion sur disque (a) et vapeur (b) (Zaika, 1988)

111.2.5.2. Protocole expérimental
111.2.5.2.1. Préparation des boites de Pétri

Un volume de 15 mL du milieu de culture approprié (Muller Hinton et Sabouraud
supplémenté de chloramphénicol pour les bactéries et les champignons, respectivement) a été
coulé dans les boites de Pétri qui ont été ensuite mise a refroidir jusqu’a solidification.
111.2.5.2.2. Préparation des suspensions microbiennes
Suspension bactérienne

Les bactéries a tester ont été ensemencées sur des boftes de Pétri contenant de la gélose
nutritive incubées a 37°C pendant 24 h, afin d’obtenir des colonies bactériennes jeunes et bien
isolées. Par la suite, quelques colonies bactériennes ont été prélevées a 1’aide d’une pipette
Pasteur stérilisée, puis introduites dans un tube contenant de 1’eau physiologique, agitée au
vortex et ajustée a I’aide du spectrophotométre UV-Visible a une DO entre 0,08 a 0,13 & 625
nm, ce qui correspond & une suspension contenant environ 1 a 2 * 108 UFC/mL (0,5 Mc Farland)
(Bonnet et al., 2013).
Suspension fongique

Une colonie jeune de levures de 48 h est transférée dans un tube contenant 5 mL d’eau
physiologique stérile et le tout a été homogénéisé pour obtenir une suspension fongique
correspondant approximativement a 10* UFC/mL. En ce qui concerne les moisissures, la

suspension a été préparée en prélevant a ce qui correspond a 1 gramme d’une culture jeune a
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I’aide d’une pipette Pasteur stérile, ensuite introduite dans 5mL d’eau physiologique et le tout
a été homogénéisé au vortex.
111.2.5.2.3. Ensemencement

Un écouvillon stérile a éteé introduit dans le tube contenant la suspension microbienne, puis
un ensemencement en stries trés serrées a été effectué sur toute la surface des boites de Petri.
Alors que pour les moisissures, un volume de 30 UL a été prélevé a I’aide d’une micropipette
et dispersé sur toute la surface des boites de Petri selon la méthode du rateau.
111.2.5.2.4. Dépobt des disques

A T’aide d’une pince flambée au Bec Bunsen, les disques papiers filtres de 9 mm ont été
placés au centre des boites gélosées préalablement ensemencées. Ensuite, trois différents
volumes d’HEs (10, 20, et 30 pL) ont été déposeés sur les disques afin d’étre testés. Les boites
ont été maintenues a température ambiante pendant 30 min afin de permettre la pré-diffusion
des HEs. Enfin, elles ont été incubées a 30 °C, 25°C et 37 °C pendant 24 h, 48 h et 92 h pour
les bactéries, les levures et les moisissures, respectivement.
111.2.5.2.5. Contrdles positifs

La solution de chlorampheénicol (1 %) a servi de contréle positif pour tester 1’activité
antibactérienne des deux HEs étudiées. Alors que la solution commerciale d’isomédine
(Laboratoire Saidal) dont le principe actif est I’hexamidine (0,1 %) a servi de contrble positif
pour évaluer ’effet des HEs envers les souches de levures. Enfin, la solution de nystatine a
1 % a été utilisée comme controle positif pour tester ’effet des HES vis-a-vis des souches de
moisissures.
111.2.5.2.6. Lecture des boites

Aprés I’incubation des boites de pétri, le diamétre de la zone d’inhibition (DZI) a été mesuré
(en mm) et la sensibilité des différentes souches vis-a-vis de I’HE étudiée est classée selon le
diametre de la zone d'inhibition (DZI) selon les classes suivantes :

-Non sensible - pour @<17 mm ;

-Sensible - pour 18-23 mm

-Tres sensible - pour @ 24-28 mm

-Extrémement sensible -pour @ >29 mm (Ponce et al., 2003)
Pour les espéces de moisissures le diamétre moyen de la croissance du mycélium est exprimé
en termes de pourcentage d'inhibition de la croissance du mycélium (MCI ; %), comme indiqué

dans I'équation suivante : (Shao et al., 2015).
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dc—dt

MCI= ”

X 100%

Avec :

dc : représente le diamétre de la croissance du mycélium du contrdle
dt : represente le diamétre de la croissance du mycelium traité par I'HE
111.2.6. Test de diffusion vapeur

111.2.6.1. Principe

Le test de diffusion vapeur a pour objectif d’explorer le potentiel antimicrobien de la phase
vapeur des deux HEs (Figure 24 b). Le principe de la technique repose sur le fait que lorsque la
vapeur des substances volatiles de I’HE entre en contact avec les microorganismes ensemencés
préalablement sur le milieu gélosé, elle va inhiber leur croissance et va générer une zone
d’inhibition. (Maruzzella et Liguori, 1958)
111.2.6.2. Protocole expérimental
111.2.5.2.1. Préparation des boites de Pétri
Le méme Protocole que pour le test de diffusion sur disque
111.2.5.2.2. Préparation de la suspension microbienne
Le méme Protocole que pour le test de diffusion sur disque
111.2.5.2.3. Ensemencement
Le méme protocole que pour le test de diffusion sur disque
111.2.5.2.4. Dépdt des disques

A T’aide d’une pince flambée au Bec Bunsen, les disques papiers filtres ont été déposes a
I’intérieur du couvercle supérieur des boites de Petri afin d’éviter le contact direct de I’HE avec
les microorganismes. Puis, trois différents volumes d’HEs (10, 20, et 30 pL) ont été deposés
sur les disques a I’aide d’une micropipette. Les boites ont été retournées immédiatement et
maintenues a température ambiante pendant 30 min afin de permettre la pré-diffusion. Enfin,
elles ont été incubées a 37 °C, 25 °C, 30 °C pendant 24 h ,48 h et 92 h pour les souches
bactériennes, de levures et de moisissures, respectivement.

111.2.7. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI)

Les CMI des deux HEs du T. vulgaris et du C. nardus ont été évaluées par la méthode de
macrodilution sur gélose (Wiegand et al., 2008). Un volume de 250 puL d'HE a été mélangé
avec le DMSO, les milieux de cultures appropriés (50 mL), pour obtenir une concentration
finale de 0,5 % (v/v). Ensuite, ce mélange a subi successivement des dilutions aux 1/2 jusqu’a
atteindre une concentration finale de 0,015 % (v/v). Un volume de 25mL de chaque

concentration a été coulé dans une boite pétrie, puis inoculée avec des suspensions
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microbiennes fraiches et incubées pendant 24 h ou 72 h, pour les bactéries et les levures,
respectivement.

La méthode appelée "poisoned food technique™ a été employée pour déterminer les CMI des
deux HEs envers les souches de moisissures. Elle consiste a decouper un disque de mycélium
d'environ 6 mm de diametre provenant d'une culture fongique fraiche de cing jours. Le disque
a ensuite été placé au centre des boites de Pétri (Grover et Moore, 1962), qui ont été incubées
pendant 5 jours a 37 °C. La CMI correspond a la concentration d’HE a laquelle il n’y a aucune
croissance microbienne perceptible.

Partie 1V : Evaluation de I’effet conservateur des huiles essentielles du Thymus vulgaris et
du C.nardus envers la souche fongique d’origine Saccharomyces cerevisiae dans un
systéeme alimentaire (boisson Orangina®)

IV.1. Principe

Apres avoir testé le pouvoir antimicrobien in vitro des HEs du T. vulgaris et du C. nardus
contre un large spectre de souches bactériennes et fongiques. La potentielle utilisation des deux
HEs comme conservateur alimentaire antimicrobien a été investigué. L’expérience a été réalisée
selon la méthode proposée par Tyagi et al. (2014) avec quelques modifications et la boisson
commerciale gazeuse a base d’agrumes Orangina® (unité Djguaguen, Blida) est le systéme
alimentaire choisi. Cette boisson acide devrait constituer un milieu défavorable a la croissance
microbienne due a son pH (3,2) et a sa composition. Toutefois, certaines levures et moisissures
sont résistantes et poussent dans un milieu acide et carbonaté en engendrant des contaminations
et altérations des caractéristiques organoleptiques (odeur et godt) des boissons.

La boisson fruitée Orangina® est conservée par I’association de deux conservateurs
chimiques (benzoate de sodium et sorbate de potassium) dont les effets néfastes sont de
notoriété publique. De ce fait, leur chercher des substituants plus naturels comme les HEs est
un enjeu de santé publique. Ce qui nous a emmené dans cette expérience a étudier 1’effet
conservateur antifongique des HEs du T. vulgaris et du C. nardus dans une boisson Orangina®
inoculée avec la souche fongique S. cerevisiae, qui contamine usuellement les jus et les
boissons. Dans cette étude, les HEs ont été testées seules ou en association avec un traitement
thermique modéré afin d’éventuellement réduire leur quantité dans la préservation des produits
alimentaires et d’améliorer en conséquence leurs propriétés organoleptiques.

IV.2. Microorganisme testé

Le microorganisme utilise pour cette étude est la souche S. cerevisiae isolée a partir de selles

humaines. La souche a ét¢ identifiée macroscopiquement, microscopiquement et biochimiquement

par le laboratoire de Mycologie de I’institut PASTEUR-Algérie (Deli Ibrahim).
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IV.3. Identification moléculaire de la souche
IV.3.1. Extraction d’ADN et amplification PCR des ITS et EF

L’extraction d’ADN a été réalisée en utilisant le kit commercial NucleoSpin Plant II.
L amplification par PCR a été réalisée en employant deux amorces ITS (Nuclear ribosomal
Internal Transcribed Spacer) (Tableau 11) et le facteur d’élongation EF (Elongation factor 1-
alpha) (Gardes et Bruns, 1993). Les conditions de températures de la PCR sont regroupées
dans le Tableau 12.

Tableau 11 : Les amorces utilisées pour la caractérisation moléculaire

Nom Séquence 5°-3° Th | Taille fragment
ITS1 CTT GGT CAT TTA GAG GAAGTAA 55 600bp
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 55

Th :température d’hybridation
Tableau 12 : Conditions de Température PCR

Dénaturation initiale (35 cycles) 95 °C pendant 5 min
Dénaturation 95 °C pendant 30 min
Hybridation 55 °C pendant 30 min
Elongation 72 °C pendant 45 min
Elongation finale 72 °C pendant 7 min
Stockage avant révélation 10 °C jusqu’a utilisation

IV.3.2. Révélation et purification des produits PCR.

Les produits d’amplification ont été révélés apres une électrophorése sur gel d’agarose a 1,5
% d’un dépdt de 10 pL de produits de PCR. La migration est suivie d’une coloration dans un
bain de bromure d’éthidium (0,5 pg/mL). Cela étant, I’ ADN a été visualisé et photographié sous
UV en utilisant le Gel doc systeme de biorad. Les produits PCR ont été purifiés en utilisant le
kit NucleoSpin® Gel et le PCR Clean-up de Macherey- Nagel.
IV.3.3. Séquencage des produits PCR

Les produits PCR isolés et purifiés ont été séquencés par la technique de Sanger (Sanger et
al., 1977). Les séquences obtenues ont été analysées et nettoyées grace au logiciel CHROMAS
PRO. Les séquences finales ont ensuite été comparées avec celles de la banque de données
GenBank en utilisant le programme de comparaison de séquence BLAST (The Basic Local
Alignment Search Tool) (https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi) hébergé par NCBI (National
Center for Biotechnology Information). Cet outil permet I’identification des isolats étudiés en

se basant sur le pourcentage d’homologie de séquences avec les souches de références.
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IV.4. Préparation de la suspension fongique de la souche Saccharomyces cerevisiae

Une colonie bien jeune de la souche S. cerevisiae a été introduite dans un tube contenant SmL
d’eau physiologique et mélangée au vortex afin d’obtenir une solution homogéne
d’approximativement 10*UFC/mL.

IV.5. Préparation des boissons inoculées par la souche fongique (Saccharomyces
cerevisiae)

La boisson Orangina® utilisée dans la présente étude provient de la compagnie locale
productrice (Djgaguen, Blida, Algeria) de cette boisson. Dans cette expérience, deux types
différents de boissons Orangina ont été utilisé : celles présentées dans des bouteilles en verre,
qui sont pasteurisées et dépourvues de conservateurs chimiques. Alors que les boissons
Orangina® présentées dans des bouteilles en plastique contiennent deux conservateurs
chimiques (benzoate de sodium et sorbate de potassium). La composition chimique de la
boisson commerciale Orangina® est présentée dans I’annexe Il.

Les boissons ont été réparties dans des flacons de 100 mL, puis étiquetées et dégazées en les
secouant. La boisson Orangina® dépourvue de conservateurs chimiques, inoculée avec 30 pL
de la suspension fongique de S. cerevisiae a servi de contrdle négatif. Alors que celle contenant
les deux conservateurs chimiques et inoculée avec 30 pL de la suspension de S. cerevisiae a

servi de contréle positif. Photos de I’expérience regroupées dans les Figures 25 et 26.

Figure 25 : Photos illustrant la préparation des flacons et le dispositif de

Filtration sur membrane.
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IV.6. Effet des huiles essentielles du Thymus vulgaris et du Cymbopogon nardus
uniguement

Un volume de 100 mL de la boisson testée dépourvue de conservateurs chimiques a été
mélangée avec 30 pL de la suspension de la souche S. cerevisiae et du Tween 80 (0,5 %). Les
HEs du T. vulgaris et du C. nardus ont été testées aux quatre concentrations suivantes, 0,6 ;
1,25 ; 4 et 4puL/mL qui ont été ajoutées au mélange précédent.

Le mélange obtenu a été homogénéisé au vortex et 1 mL de chaque échantillon a été prélevé,
dilué au 1/100 dans de I’eau physiologique (0,9 % NaCl), mélangé au vortex et filtré sur
membrane. Les membranes filtrantes ont été récupérées et déposées dans des boites de Pétri
contenant le milieu SDA et incubées a 25 °C pendant 48 ou 72 h. Cette opération correspond
alors au début de I’expérience (jour 0). Le méme procédé a été reproduit au 26, 5™ et géme
jour pour les différents échantillons. Les flacons sont conservés au réfrigérateur a 4 °C et tirés
au 0 ,2°™ 58me et 8™ jour afin d’établir une cinétique de croissance de la souche fongique S.

cerevisiae.

Figure 26 : Incubation des boites de pétri contenant les membranes filtrantes

I\V.7. Effet des huiles essentielles du Thymus vulgaris et du Cymbopogon nardus associées
a un chauffage modéré

Un volume de 100 mL de la boisson Orangina® dépourvus de conservateurs chimiques est
mélangé avec 30 L de la suspension du S.cerevisiae et du Tween 80 (0,5 %) .Les HEs du T.
vulgaris et du C. nardus ont été testées aux quatre concentrations suivantes : 0,6 ; 1,25 ; 4 et 6
pML/mL , qui ont été incorporees au melange précédent. Ce dernier est homogénéisé au vortex
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et chauffé a 70 °C pendant 2 min. Un volume de 1 mL de chaque échantillon est prélevé, dilué
au 1/100 dans de I’eau physiologique (0,9 % NaCl), mélangé au vortex et filtré sur membrane.
Les membranes filtrantes ont été récupérees et étalées sur des boftes contenant le milieu SDA,
et incubées pendant 48 h ou 72 h a 25 °C. Cette opération correspond alors au jour O (début de
I’expérience). Le méme procédé a été reproduit au 2°™, jour 5™, et 8™ jour pour les différents
¢chantillons qui sont dans I’intervalle conservés au frais a 4 °C.
IV.8. Expression des résultats

Apres incubation, les unités formant colonie (UFC) de la souche S. cerevisiae qui ont
poussé sur les membranes filtrantes ont été dénombrées. Une cinétique de croissance est
¢tablie a partir des résultats obtenus pour les huit jours d’expérience. Les résultats sont
représentés graphiquement en Log UFC/mL en fonction du temps (jours).
IV.9. Etude statistique

Tous les tests biologiques ont été reproduits trois fois et les résultats ont été analyses a l'aide
du logiciel statistique GraphPad Prism 8.00 (Californie, Etats-Unis). Les comparaisons entre
groupes de I’activité antimicrobienne et du test de 1’effet conservateur des HEs du T. vulgaris
et du C. nardus ont éte effectuées grace au test non paramétrique Kruskal wallis (Test H) suivi
par le test de comparaison multiple de Dunnett. De plus, les comparaisons entre deux groupes
ont été realisées a l'aide du test non parameétrique de Mann-Whitney. Le niveau de significativité
statistique a ete fixe a a=0,05 et une valeur de p < 0,05 est considéré comme significative. Les
résultats ont été exprimeés en moyenne * écart type.
Partie V. Evaluation in silico des propriétés physico-chimiques et pharmacocinétiques des
composés des huiles essentielles du Thymus vulgaris et du Cymbopogon nardus et investigation
par docking moléculaire des mécanismes impliqués dans leur action antifongique
V.1. Evaluation in silico des propriétés physico-chimiques et pharmacocinétiques des
composés des deux huiles essentielles du Thymus vulgaris et du Cymbopogon nardus
V.1.1. Principe de I’étude

Cette étude a pour objectif d’investiguer in silico les propriétés physicochimiques et
pharmacocinétiques des molécules composant les deux HEs du T. vulgaris et du C. nardus.
Cette évaluation est faite en utilisant le site Web SwissADME et la base de données PubChem
qui fournit les structures canoniques simplifiées (SMILES) des molécules a testées.
V.1.2. Base de données PubChem

PubChem est une base de données ouverte de chimie congue en 2004 par I’institut National
de la santé (NIH) (Figure 27). Cette base de données contient principalement de petites

molécules, mais aussi des molécules plus volumineuses telles que des nucléotides, des glucides,
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des lipides, des peptides et des macromolécules chimiquement modifiées. PubChem englobe
des informations sur les structures chimiques, les identifiants, les propriétés chimiques et
physiques, les activités biologiques, les brevets, la santé, la sécurité, les données sur la toxicité
et bien dautres données. De ce fait, cette base de données est devenue une ressource clé
d'informations sur les produits chimiques pour les scientifiques, les étudiants et le grand public
(Kim et al., 2015).

National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

Pub© hem About Docs Submit Contact

Explore Chemistry

Quickly find chemical information from authoritative sources

Try covid-19 aspirin EGFR C9H804 57-27-2 C1=CC=C(C=C1)C=0 InChi=1S/C3H60/c1-3(2)4/h1-2H3

O use entrez

Figure 27 : Interface de PubChem

V.1.3. Programme SwissADME

SwissADME est une plateforme d’accés libre qui permet 1’estimation des propriétés ADME
(Absorption, distribution, métabolisme et excrétion) des molécules. A la différence des autres
plateformes de prédictions, SwissADME est caractérisé par certains avantages : 1’apparition
rapide du nom de la molécule saisie ou son identité avec le résultat d’évaluation, le calcul et
I’évaluation pour plusieurs molécules simultanément, la possibilité d’enregistrer et de partager
les résultats par molécules individuelles ou sous forme de graphes. De plus, SwissADME est
intégré directement dans la plateforme SwissDrugDesign (Daina et al., 2022).

La plateforme est élaborée de facon ludique ou les structures canoniques SMILES
(Simplified Molecular Input Line Entry System) des molécules exportées a partir de PubChem
sont introduites directement dans le serveur de prédiction puis il suffit de cliquer sur RUN et
I’évaluation est lancée (Figure 28). Afin d’effectuer cette expérience, les structures SMILES
des composés de I’HE du T. vulgaris (Tableau 13) et du C. nardus (Tableau 14) ont été collectées
et introduites dans le moteur de recherche de SwissADME (Figure 29 et 30).
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Tableau 13 : Les structures SMILES des molécules composant I’HE du T. vulgaris

Molécules Structures canoniques (SMILES) Identifiant PubChem
Carvacrol CC1=C(C=C(C=C1)C(C)C)O 10364
p-Cyméne CC1=CC=C(C=C1)C(C)C 7463
y-Terpinene CC1=CCC(=CC1Cc(C)C 7461
B-Caryphylléne CC1=CCCC(=C)C2cc(cacery(e)e 5281515
Linalool CC(=CCCcC(C)(c=C)0)C 6549
Myrcene CC(=CCCC(=C)C=C)C 31253
a-Terpinéne CC1=CC=C(Ccr)c(c)C 7462
Bornéol CC1(C2cce(c(ce)o)e)e 64685
Terpinene -4-ol CC1=CCC(CC1L)(C(C)C)O 11230
a-Pinéne CCl=CCc2ccicz(c)c 440968
Sabinéne CC(C)Cl2Ccc(=C)c1c2 18818
a-Thuyéne CCl=CCcC2(C1Cc2)c(C)C 17868
Trans-Sabinene hydrate CC(C)C1a2cce(cica)(o)o 12315151
1,8 Cinéol CC1(C2ccc(o1)(cez)e)e 2758
Carvacryl acétate CC1=C(C=C(C=C1)C(C)C)OC(=0)C 80792
Thymyl acétate CC1=CC(=C(C=C1)C(C)C)OC(=0)C 68252
Oxyde de caryophylléne CC1(CC2Cc1cces(c(o3)ceee=c)e)c 1742210
Limonene CC1=CCC(CC1)C(=C)C 22311
B-Bisabolene CC1=CCC(CC1)C(=C)CCcc=C(C)C 10104370
a-Phellandréne CCl=CcCc(c=C1nc(c)c 442482
Camphene CC1(C2Ccc(c2)ci=Cc)c 6616
Thymol CC1=CC(=C(C=C1)C(C)C)O 6989
Octan-3-ol CCcCccce(ceyo 11527
a-Humuléne CC1=CCC(C=CCC(=CCC1L)C)(C)C 5281520
a-Terpinéol CC1=CCc(Cc1c(c)(c)o 17100
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Tableau 14 : Les structures SMILES des molécules composant ’HE du C. nardus

Molécules
Citronellal
Géraniol
Citronellol
B-Elémol
Géranyl acétate

Limoneéne

Citronellyl acétate

B-Elémeéne
§-Cadinéne
Germacrene D
Linalool
Isopulégol
y-Cadinéne
Géranial
a-Muuroléne
a-Cadinol

Néral
B-Caryophylléne
a-Humuléne
Myrcene
B-Bourbonéne
1,4 Cadinadiéne

I MATERIEL ET METHODES

Structures canoniques (SMILES)
CC(CCC=C(C)C)CC=0
CC(=CCcCcC(=Cco)C)C
Cc(cce=c(c)cycco
CC(=C)c1cc(ceei(c)c=Cc)c(cyc)o
CC(=CCCC(=Ccoc(=0)Cc)C)C
CCl=CccC(CcC1)c(=C)C
CC(Ccc=C(C)C)ccoc(=0)C
CC(=C)C1CCC(C(C1)C(=C)C)(C)C=C
CC1=CC2C(CCC(=C2CCr)C)Cc(C)C
CC1=CCCC(=C)C=CC(CC1)Cc(C)C
CC(=CCcCcC(C)(C=C)O)C
CC1CCC(C(C1)0)C(=C)C
CC1=CC2C(CC1)C(=C)Cccceac(C)C
CC(=CCCC(=CC=0)C)C
CC1=CC2C(CC1)C(=CCccac(Cc)Cc)C
CC1=CC2C(CCc(C2CC1)(C)0)Cc(C)C
CC(=CCC/C(=C\C=0)/C)C
CC1=CCCC(=C)C2CcC(C2CcCL)(C)C
CC1=CCC(C=CCC(=CCC1)C)(C)C
CC(=CCCC(=C)C=C)C
CC(C)Cc1ceez(cicscacees=C)C
CC1CCC(C2C1=CCC(=C2)C)C(C)C
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Identifiant PubChem
7794
637566
8842
6429032
1549026
22311
9017
6918391
441005
5317570
6549
170833
92313
638011
12306047
10398656
643779
5281515
5281520
31253
62566
6427091
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Figure 28 : Interface du site Web SwissADME.SMILES

V.1.4. Méthode d’évaluation in silico des propriétes ADME

Une molécule puissante et efficace doit atteindre sa cible dans le corps en concentration
suffisante et y rester sous une forme bioactive assez longtemps pour que les événements
biologiques attendus se produisent. Le développement de médicaments implique I'évaluation
de l'absorption, de la distribution, du métabolisme et de I'excrétion (ADME) de plus en plus tot
dans le processus de découverte, a un stade ou les composés considérés sont nombreux, mais
ou l'accés aux échantillons physiques est limite.

Le site Web SwissADME se base sur trois critéres pour évaluer les propriétés physicochimiques
des molécules : la régle de Lipinski, la régle de Veber et la solubilité dans 1’eau. Alors que
I’évaluation des propriétés pharmacocinétiques des molécules se base sur leur capacité a
traverser la barriere hémato-encéphaliqgue (BHE), a inhiber les cytochromes P450, et a

constituer un substrat pour la glycoprotéine P (PgP).
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Figure 29 : Introduction des structures canoniques (SMILES) de toutes les molécules
constituant de ’HE du T. vulgaris dans la fenétre de prédiction du site WEB
SwissADME. SMILES : Simplified Molecular Input Line Entry System
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Figure 30 : Introduction des structures canoniques (SMILES) de toutes les molécules
constituant de ’HE du C. nardus dans fenétre de prédiction du site WEB SwissADME.

SMILES : Simplified Molecular Input Line Entry System
V.1.4.1. Régle de LipinskKi

La regle de Lipinski dite « regle des 5 » prédit qu une molécule absorbée oralement ne peut
étre active que si elle obéit au moins a trois des quatre critéres que Lipinski a établi. Ces criteres
concernent les propriétés physico-chimiques suivantes : le poids moléculaire du composé ne
doit pas étre supérieur a 500 daltons (Da), le logarithme décimal du coefficient de partage.
eau/1-octanol, noté log P, doit étre inférieur a 5, le nombre de donneurs de liaisons hydrogéne
doit étre inférieur a 5 et le nombre d’accepteurs de liaisons hydrogéne doit étre inférieur a 10
(Lipinski et al., 1997). Cette régle dite des cing délimite la relation entre les parametres
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pharmacocinétiques et physico-chimiques. Les composés dont les propriétés physico-
chimiques ne satisfont pas au moins deux des regles sont fortement susceptibles de présenter
des problémes d’absorption ou de perméabilité (Daina et al., 2017).

V.1.4.2. Regle de Veber

Veber a introduit deux critéres supplémentaires a ce qui est aujourd’hui communément
appelé "la régle des 5". D’aprés I’étude de 1100 composés candidats médicaments chez
GlaxoSmithKline (GSK), la surface polaire (PSA, polar surface area) du composé doit étre
inférieur & 140 A? et le nombre de liaisons de rotation ("rotatable bonds" en anglais) doit étre
inférieur a 10 pour une bonne biodisponibilité par voie orale (Veber et al., 2002).

La surface polaire est représentée par la somme des surfaces des atomes polaires de la
molécule (calcul basé sur la topologie de la molécule ou TPSA) et qui permet de prédire
I’absorption intestinale et le passage de la barriére hémato-encéphalique. En effet, ’absorption
intestinale devient difficile pour un composé de surface polaire supérieure a 140 A?, tandis que
60 A2 est le seuil maximal pour le passage de la barriére hémato-encéphalique (Cecchelli et al.,
2007).

V.1.4.3. Solubilité dans I’eau

La solubilité¢ dans I’eau est une mesure de la quantité de substance chimique pouvant se
dissoudre dans I’eau a une température donnée. L'unité de solubilité est généralement exprimée
en mg /L ou en ppm (parties par million).

V.1.4.4. Pénétration de la BHE (barriere hémato-encéphalique)

La barriere hémato-encéphalique est trés sélective, elle sépare le sang circulant du systéme
nerveux central. Les molécules qui agissent au niveau du systéme nerveux central doivent
traverser la barriére hémato-encéphalique (BHE) pour atteindre leur cible biologique.

V.1.4.5. Inhibition des cytochromes P450

Le cytochrome P450 est une enzyme de détoxification dans le corps, elle peut inhiber
plusieurs molécules comme elle peut en activer d’autres. Le cytochrome P450 joue un réle dans
I’oxydation des médicaments pour faciliter leur excrétion. La famille du cytochrome P450
humain (enzymes de phase 1) contient 57 isoenzymes dont les principales sont : 1A2, 3A4, 2C9,
2C19 et 2D6 (ADMET]Iab, 2022, pkCSM, 2022).
V.1.4.6. Substrat de la PgP

La glycoprotéine P est une protéine membranaire de la superfamille des transporteurs de la
cassette de liaisona I’ ATP (ABC). C'est probablement le transporteur d'efflux le plus important,
car il reconnait un certain nombre de médicaments structurellement différents dont beaucoup
d'entre eux sont également des substrats de la CYP3A4 (ADMETlIab, 2022, pkCSM, 2022).
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La modulation du transport médiée par la glycoprotéine P a des implications pharmacocinétiques
importantes pour les substrats de la Pgp qui peuvent étre exploitées pour des avantages
thérapeutiques spécifiques ou entrainer des contre-indications.

V.2. Investigation par docking moléculaire du mode d’action des principaux composés des
deux huiles essentielles du Thymus vulgaris et du Cymbopogon nardus étudiées envers la
souche fongique Saccharomyces cerevisiae

V.2.1. Principe

La présente étude a évalué in silico par docking moléculaire I’interaction de deux ligands :
le carvacrol et le citronellal, avec trois enzymes impliquées dans la biosynthése de I’ergostérol
chez I’espéce fongique S. cerevisiae. Les enzymes ciblées sont : la C-8 stérol isomérase (ERG2),
la C-5 stérol désaturase (ERG3) et la Lanostérol 14a-déméthylase (ERG11).

Le choix s’est porté sur le carvacrol et le citronellal puisque ce sont les composes
majoritaires des HEs du T. vulgaris et du C. nardus, respectivement. Durant cette experience,
deux conservateurs chimiques (benzoate de sodium et sorbate de potassium) usuellement
utilisés dans la conservation des boissons ont également été testés et ont servi de ligands de
comparaison.

V.2.2. Présentation du logiciel de docking moléculaire

Le logiciel Arguslab (http://www.arguslab.com/arguslab.com/ArgusLab.html), est un
programme de modélisation moléculaire, de graphisme et de conception de médicaments. Ce
programme est convivial, trés répondu et connu pourr sa fiabilité et son pouvoir de reproduire
des ligands déja complexés. Le moteur d'accueil ArgusDock, implémenté dans ArgusLab 4.0
se rapproche d'une méthode de recherche exhaustive, avec des similitudes avec d’autres
programmes de docking tel que DOCK et Glide.

L'amarrage flexible du ligand est possible avec ArgusLab, ou le ligand est décrit comme un
arbre de torsion et des grilles sont construites recouvrant le site de liaison avec la protéine cible.
Le nceud racine du ligand (groupe d’atomes li€s qui n’ont pas de liaisons rotatives) est placé
sur un point de recherche dans le site de liaison avec la protéine cible et un ensemble de rotations
diverses et énergétiqguement favorables est créé. Pour chaque rotation, les torsions sont
construites dans l'ordre de largeur et les poses qui survivent a la recherche de torsion sont
notées. Les poses d'énergie les plus basses sont conservées et I'ensemble final des poses subit
une minimisation grossiére, un regroupage et un classement (Thompson, 2014).

V.2.3. Préparation des ligands
La structure 3D des ligands a ét¢ téléchargée via la chimiotheque PubChem sous format SDF

puis convertie en fichiers PDB en utilisant le logiciel OpenBabel version 2.0.
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(https://sourceforge.net/projects/openbabel/). Enfin, I’optimisation géométrique des molécules
sélectionnées a été réalisée grace a la méthode de calcul développée par le logiciel Arguslab. La
structure des ligands étudiés est regroupée dans le Tableau 15.

Tableau 15 : Structure des ligands testés

Ligand Structure 2D Structure 3D

Carvacrol

Citronellal

Benzoate de sodium

Sorbate de potassium

Hoo- i
0
M
N:a"
o o -
H H
0;
K M
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V.2.4. Structure des récepteurs étudiés

Les enzymes ciblées dans cette étude sont impliquées dans la synthése de 1’ergostérol comme
illustré précédemment (Figure 10). 1l est impératif que les protéines sélectionnées soient sous
format PDB, qui est une structure tridimensionnelle obtenue essentiellement par cristallographie
(rayons X), RMN, ou par modélisation.

V.2.4.1. C-8 stérol isomérase (ERG2)

La C-8 stérol isomérase communément appelée ERG2 est une enzyme constituée de 222
acides aminés synthétisée naturellement dans le réticulum endoplasmique rugueux des cellules
fongiques. Cette protéine est impliquée dans la synthése de 1’ergostérol et précisément elle
catalyse la réaction qui entraine une insaturation du 7°™ carbone dans le cycle B des stérols.
L’ERG2 est identifiée par le code C7GRE9 dans la base de données Uniport et sa structure
tridimensionnelle est obtenue gréace a la base de données de structures modelisées AlphaFold
protein. (Argueso et al., 2009). L’enzyme choisie appartient a une souche de S. cerevisiae
(Figure 29).

Figure 31 : Structure tertiaire du C-8 stérol isomérase (ERG2)
V.2.4.2. C-5 stérol désaturase (ERG3)

La C-5 stérol désaturase communément appelée ERG3 est une enzyme de 365 acides amines.
L’ERG3 catalyse l'introduction d'une double liaison au niveau du 5°™ carbone du cycle B des
stérols pour produire du 5-déhydroépistérol qui sera a son tour est converti en ergostérol.
L’enzyme choisie pour le docking moléculaire est celle de 1’espéce fongique S. cerevisiae,
identifiée par le code P32353 dans la base de données Uniprot. Sa structure sous format PDB a
¢té obtenue grace a la base de données des structures modélisées AlphaFold protein (Arthington

et al., 1991) (Figure 32).
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Figure 32 : Structure tertiaire du C-5 stérol désaturase (ERG3)
V.2.4.3. Lanostérol 14-alpha-déméthylase (ERG11)

La lanostérol 14-a-déméthylase, appelée aussi I’enzyme P450 cytochrome est un élément
essentiel dans le troisieme module de la voie de biosynthése de I'ergostérol. Elle catalyse
I'élimination du groupe C-14a-meéthyle du lanostérol et donc sa conversion en ergosterol. La
structure tridimensionnelle choisie est obtenue a partir de la base de données proteique RCSB
Protéine Data Bank (PDB) (www.rcsb.org/pdb) identifiée par le code 4WMZ. L’enzyme
choisie est isolée a partir d’une souche de S. cerevisiae ; elle se présente en complexe avec une

molécule inhibitrice (le fluconazole) (Wei et al., 2007) (Figure 33).

Figure 33 : Structure tertiaire du Lanostérol 14 a-déméthylase (ERG11)

Complexée avec ’inhibiteur Fluconazole dans son site actif

V.2.5. Détermination du site actif
La détermination des sites de liaison des ligands est souvent le point de départ pour
I’identification de la fonction des protéines. Le serveur Castp version 3.0 (Computed Atlas of

Surface Topography of proteins) (http:/sts.bioe.uic.edu/castp/index.html?2was) a prédit le site actif
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et donc les sites de liaisons (acides aminés) des deux enzymes ciblées : ERG2 et ERG3. En revanche,
pour ’ERG11, le site actif est connu grace aux sites de liaisons de I’inhibiteur (fluconazole) en
complexe avec I’enzyme.
V.2.6. Préparation des récepteurs ciblés

Les enzymes étudiées ont été préparées grace au logiciel Arguslab 4.0. Des molécules
d’hydrogéne ont d’abord été ajoutées a toute la structure des protéines, afin de permettre
I’établissement des interactions entre ligands et récepteurs. Pour les deux enzymes ERG2 et
ERGS3, les acides aminés impliqués dans le site actif déterminés par le logiciel Castp ont été
sélectionneés et un site de liaison (Binding site) a éte créé (Figure 34).

Alors que pour PERG11, I’inhibiteur li¢ avec I’enzyme a ¢€té éliminé afin de libérer le site
actif et de permettre la liaison du ligand. En outre, toutes les molécules d’eau ont été éliminées

afin d’éviter la perturbation des interactions entre le récepteur et les ligands.

= WdE (<] Y"?":‘-C-KEKLDDD ° % ¥ H B & 1.
o¥ ¥R /|o/w/~/3330

=} £3 Amino Acids
A 4944 col

o'a. SOALA : coil
e ALA

.
b sl

A\ 100ALA: col

.‘a. 112ALA : col

Sy 124ALA: beta strand

& 137ALA beta stand

& 138ALA: beta stiand

o 145ALA ; beta stiand

&4 161 ALA - hata stiand

2% 1o 41 4 Make a new Group
o 172 ALA

A 178ALA

&. 203ALA 8

;.' 634RG, Neme [UnNamed Group Cancel
& 2034R6
.’.. 210ARG
A 185N Ligand
.’._ 28ASN ™ Binding Site
& 745N * Misc

& 41490

A 48ASN .

.': ZE4SN - ol l

Group Type Hep

Figure 34 : Sélection des acides aminés pour définir le site de liaison de la protéine gréace
a la Pinterface du logiciel Arguslab
V.2.7. Docking moléculaire
La fenétre de docking est ouverte apres avoir préparé les ligands, les récepteurs et sélectionné
les sites de liaison. Par la suite, le calcul de la taille de la Grid box est effectué afin que le
récepteur et le ligand soient plongés dans une grille tridimensionnelle englobant largement le
site actif de la protéine étudiée. Le centre de la Grid box est déterminé par les coordonnées X

et Y et Z avec les dimensions en A et une résolution de la grille 4 0,4 A. La boite est alors
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centrée sur le ligand et ses dimensions sont proportionnelles a la taille du ligand étudié puis le
docking est lancé grace au bouton Start (Figure 35).

Ligand I -~ —‘
Cancel
Binding Site |EF=G3 SOD BEMZ: UnMNamed Group -~
Help
Scoring Function IA‘S core -
Restore Default
Parameter Set Iascore. prmn -
Sawve As Default
Binding Site Bounding Box Advanced...
Iv Display box > 15.000000 —}
Calculate Size s 15.000000 -t
z 15.000000 — —‘
Iv Use Grids Grid Resolution [&ng) 0.400000
Docking Engine Calculation Type Ligand
" GAaDock " Score Current Config " Rigid
" Optimize Curnrent Config. *+ Flexible
= ArgusDock .
¢ Dock " Selected Torsions Only

Figure 35 : Fenétre permettant de régler les parameétres du docking moléculaire realisé
avec le logiciel Arguslab

V.2.8. Evaluation des résultats

La premiere phase (le docking) est I’étape de sélection, qui consiste a placer le ligand dans
le site actif de la protéine et a échantillonner les conformations, les positions et les orientations
possibles, tout en ne retenant que celles qui représentent les modes d’interactions les plus
favorables. La deuxieme phase (le scoring) est 1’étape de classement, qui consiste a évaluer
I’affinité entre le ligand et la protéine et de donner un score aux poses obtenues lors de la phase
de docking. Ce score permettra de retenir la meilleure pose parmi toutes celles proposées. Cette
opération a permis d’avoir les meilleures conformations du ligand au niveau du site actif
classées par scores d’affinité décroissants exprimes en kcal/mol, sachant que plus 1’énergie de
la pose est négative plus I’interaction récepteur-ligand est forte (Aurélien, 2007).
V.2.9. Visualisation des résultats

La visualisation des interactions (2D) et des meilleures poses entre ligands et enzymes a été effectuce
avec BIOVIA Discovery Studio software version 2021 (https://discover.3ds.com/discovery-studio-

visualizer-download).
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B RESULTATS ET DISCUSSION

Partie I. Caractérisation physico-chimique des huiles essentielles du Thymus vulgaris et
du Cymbopogon nardus
I.1. Composition chimique de I’huile essentielle du Thymus vulgaris

L’analyse chimique de L’HE du T. vulgaris a été réalisée par CG/FID combinée a une
CG/SM. L’identification des constituants a été effectuée en comparant les indices de rétention
calculés sur les deux colonnes polaires et apolaires avec ceux répertoriés dans les bases de
données électroniques (NIST, 2014) et bibliographiques (Adams, 2007 ; Joulain et Konig,
1998). Les composés identifiés sont regroupés dans le Tableau 16 selon 1’ordre d’élution sur la
colonne apolaire (BP-1). Les indices de rétention sur les deux colonnes capillaires, les
pourcentages relatifs (grace a la CG/FID sur colonne BP-1) sont aussi rapportés dans le Tableau
16. Le chromatogramme de I’HE du T. vulgaris est présenté dans I’annexe 111

L’analyse deétaillée de I’HE du T. vulgaris a permis I’identification de 28 composes, qui
présentent une aire cumulée qui correspond a 97,92 % des aires cumulées de I’ensemble des
constituants de I’HE. Les monoterpenes oxygénés dominent la composition de I’HE du T.
vulgaris avec un pourcentage atteignant 74,54 %. Cette fraction est dominée par le carvacrol
dont le pourcentage atteint 68,20 % et qui représente le composé majoritaire de I’HE étudiée.
Les monoterpénes hydrocarbonés constituent la deuxieme classe la plus abondante avec un
pourcentage de 19,35 %. Parmi ceux-ci, le p-cymene (8,12 %) est le composé prédominant,
suivi du y-terpinéne (5,73 %). Les sesquiterpenes hydrocarbonés sont quant a eux peu présents
(3,79 %) avec le B-caryophylléne comme composé prédominant (3,45 %). Enfin, les sesquiterpenes
oxygenés sont quasi absents de la composition de I’HE avec un pourcentage de 0, 24 % due a
la présence du caryophyllene oxyde uniquement. Le pourcentage restant est constitué par des

composes dont la teneur est inférieure a 3 % dans I’HE du T. vulgaris (Figure 36 et 37).
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Tableau 16 : Composition chimique de ’HE du T. vulgaris

No. Composé IR? IRL? IRP IRLP [90]
1 a-Thuyéne 925 924 1022 1027 0,45
2 a- Pinéne 933 932 1019 1110 0,63
3 Camphene 946 946 1070 1069 0,16
4 Sabinéne 964 969 1022 1022 0,46
5 Octan-3-ol 973 974 1116 1392 0,12
6 Myrcene 983 988 1165 1161 1,79
7 a-Phellandréne 1000 1002 1170 1168 0,21
8 §-3-Carene 1008 1008 1153 1147 tr
9 a-Terpinéne 1012 1014 1186 1178 1,45
10 p-Cymene 1014 1020 1276 1270 8,12
11 Limonene * 1023 1024 1205 1198 0,23
12 1.8 Cinéol * 1023 1026 1214 1186 0,31
13 e-B-Ocimene 1039 1032 1254 1250 tr
14 y-Terpinene 1051 1054 1250 1245 5,73
15 | Cis- Sabinéne hydrate 1057 1056,3 1465 1460 0,44
16 Linalool 1087 1095 1549 1543 2,77
17 Bornéol 1152 1164 1702 1700 0,75
18 Terpinéne -4-ol 1165 1174 1603 1601 1,22
19 a- Terpinéol 1174 1186 1610 1694 0.10
20 Thymyl acétate 1270 1342,7 1876 1867 0,3
21 Thymol 1273 1289 2204 2164 0,14
22 Carvacrol 1282 1298 2216 2211 68,20
23 Carvacryl acétate 1347 1370 1876 1880 0,31
24 - Caryophylléne 1419 1417 1598 1599 3,45
25 a- Humulene 1452 1452 1670 1667 0,11
26 B-Bisabolene 1503 1505 1728 1728 0,23
27 y-Cadinene 1516 1513 2278 1763 tr
28  Oxyde de caryophyllene 1572 1582 1979 1986 0,24

Total identifié 97,92

IR? : indice de rétention sur colonne apolaire (BP-1) ; RIP : indice de rétention sur colonne
polaire (BP-20). Ordre d’élution et pourcentages des composés individuels estimés sur colonne
apolaire (BP- 1), excepté pour ceux avec un astérisque (*). RIL? : indice de rétention sur
colonne apolaire de la littérature (Adams, 2007). LIRP : indice de rétention sur colonne polaire
de la littérature (Babushok et al.,2011). tr : traces (< 0,01%). Les composés majoritaires avec
des pourcentages notables sont en gras.

69



B RESULTATS ET DISCUSSION

0.24%
3,79% 19,35 %

Monoterpénes hydrocarbonés
Monoterpénes oxygénés
Sesquiterpenes hydrocarbonés
Sesquiterpénes oxygeénés

Figure 36 : Pourcentage de chaque catégorie de molécules présentes
dans P’HE du Thymus vulgaris
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Figure 37 : Les principales molécules constituant ’HE du T. vulgaris

La présente expérience a établi que L’HE du T. vulgaris est largement dominée par le
carvacrol (68,20 %), ce qui concorde avec un certain nombre d’investigations menées précedemment.

Parmi lesquelles celles de Dash et al. (2021), qui ont exposé un profil chimique d’une HE
du T. vulgaris originaire d’Inde dont le carvacrol (45,53 %) est le composé majoritaire. De
méme que différents pourcentages de carvacrol ont été décrits pour des HEs du T. vulgaris de
divers pays : 56,79 % d’Algérie, 70,3 % du Portugal, 45,5 % du Brésil, et méme jusqu’a 86,1
% de Jordanie (Boukhatem et al., 2021 ; Pina-Vas et al., 2004 ; Iten et al., 2009 ; Hudaib et
Aburijai, 2007).

A T’opposé, Abdelli et al. (2017) ont présenté une HE du T. vulgaris dont le composé
majoritaire est le thymol (59,5 %), qui est un isomere de position (position de I’hydroxyle) de

la molécule de carvacrol. Alors que Satyal et al. (2016) et Llorens et Molina. (2016) ont exposé
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des HEs du T. vulgaris dominées par le linalool (76,15 %) et par le 1,8 cinéol (68,5 %),
respectivement.

L’HE du T. vulgaris est réputée pour sa grande variété polymorphique en ce qui concerne la
production des molécules monoterpéniques. Ce polymorphisme a permis d’identifier jusqu’a
13 grands chémotypes pour I’'HE étudiée, dont les plus répondus sont ceux dominés par le
thymol, le p-cyméne, le linalool, I’a-terpinéol, le thujanol-4, le carvacrol et le géraniol
(Thompson et al., 2003). L’élaboration de ces monoterpenes chez le T. vulgaris dépend de
facteurs externes qui influencent leur production tels que la température, le taux d'humidité, la
durée d'ensoleillement et la composition du sol. (Bruneton, 1999)

A titre d’illustration, des travaux ont clairement établi une corrélation directe entre le type
de chémotype de I’HE du T. vulgaris et le taux d’humidité du sol. Dans les environnements
xériques stables, le T. vulgaris exprime les chémotypes chimiquement les plus élaborés (thymol
et carvacrol). Tandis que, dans des environnements perturbés et plus humides, c’est les
chémotypes non phenoliques qui sont favorisés (Granger et Passet, 1973).

Autrement dit, les chémotypes phénoliques dominés par le thymol et le carvacrol, se
retrouvent généralement dans les climats relativement doux et secs de la région
méditerranéenne ; et ceux non phénoliques, caractérisés par la forte prévalence de
monoterpenes aliphatiques oxygénés sont adaptéees a une plus large gamme d'environnements,
et méme aux plus extrémes (Kulevanova et al., 1996).

Le profil chimique de I’'HE du T. vulgaris se caractérise en termes d’abondance par
I’enchainement des trois molécules terpéniques : le carvacrol suivi du p-cyméne et du y-
terpinene. Ce qui pourrait s’expliquer par le fait que le carvacrol provient de ’hydroxylation du
p-cymene qui a son tour est issu de 1’aromatisation du y-terpinene (Thompson et al., 2003).

Toutefois, des données récentes contredisent cette affirmation et exposent que le y- terpinéne
produit du carvacrol sans passage par le p-cyméne. Cela se fait grace aux enzymes cytochrome
P450 monooxygénases de la sous-famille des CYP71D (180 et 181). Ces enzymes produisent
des intermédiaires alcooliques instables (cyclohexadiénol). Ces derniers subissent une
oxydation en C-6 pour donner naissance a un intermédiaire du carvacrol.

Les cyclohexdiénols obtenus aprés action des CYP71D subissent une déshydrogénation en
cétones grace a des déshydrogénases/réductases a chaines courtes (SDR) et plus précisément
des SDR1(TvSDR1). La derniére étape qui conduit a la formation du carvacrol se produit via

une tautomérie céto-énol. (Krause et al., 2021).
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I.2. Composition chimique de I’huile essentielle du Cymbopogon nardus

L’analyse chimique de I’HE de C. nardus s’est faite par CG/FID combinée & une CG/SM.
L’identification et la quantification des constituants se sont faites de la méme facon que pour
I’HE du T. vulgaris (page 68). Le chromatogramme de I’HE du C. nardus est présenté dans
I’annexe 1V

L’analyse détaillée de ’HE du C. nardus a permis I’identification de 23 composés qui
présentent une aire cumulée qui correspond a 95,1 % des aires cumulées de 1’ensemble des
constituants de I’HE. La classe des monoterpenes oxygénés domine la composition de I’'HE du
T. vulgaris avec un pourcentage de 82,4 %. Cette fraction est dominée par le citronellal (37,1%),
suivi du géraniol (24,4 %) et du citronellol (13,8 %). Les monoterpénes hydrocarbonés
représentent quant a eux 2,8 %, avec le limonéne (2,7 %) comme composé principal de cette
classe de molécules. Les sesquiterpenes hydrocarbones représentent un pourcentage de 6,5 %
avec le & cadinene (1,7 %) suivi du germacréne D (1,5 %). Enfin, les sesquiterpénes oxygeénés
représentent un pourcentage de 3,4 % di principalement a la présence du B-élémol (3,2 %). Le
pourcentage restant représente des composes dont la teneur est inférieure a 3 % dans I’HE du
C. nardus. (Tableau 17, Figure 38 et 39).
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Tableau 17 : Composition chimique de ’HE du C. nardus

No. Composé IR? IRL? IRP IRLP [%0]
1 a-Pinéne 933 932 1100 1110 tr
2 Myrcene 983 988 1165 1161 0,1
3 Limoneéne 1024 1024 1205 1198 2,7
4 Linalool 1086 1095 1485 1543 1,0
5 Citronellal 1135 1148 1485 1475 37,1
6 Isopulégol 1145 1145 1566 1586 0,5
7 Citronellol 1213 1212 1769 1764 13,8
8 Néral 1217 1220,3 1683 1679 0,2
9 Géraniol 1238 1249 1850 1839 24,4
10 Géranial 1246 1264 1724 1725 0,4
11 Citronellyl acétate 1336 1336 1665 1657 2,2
12 Géranyl acétate 1362 1379 1758 1751 2,8
13 B- Bourbonene 1385 1387 1520 1523 0,1
14 B-Eléméne 1389 1389 1592 1591 2,0
15 (E)-p- Caryophylléne 1419 1417 1597 1599 0,1
16 a- Humulene 1450 1452 1670 1667 0,1
17 Germacréne D 1477 1484 1709 1708 1,5
18 a- Muuroléne 1494 1500 2048 1723 0,4
19 y- Cadinene 1502 1513 1760 1763 0,5
20 §- Cadinene 1516 1522 1760 1756 1,7
21 1,4 Cadinadiéne 1532 1533 1792 1788 0,1
22 - Elémol 1536 1548 2079 2079 3,2
23 a-Cadinol 1641 1640 2229 2227 0,2

Total identifié 95,1

IR? : indice de rétention sur colonne apolaire (BP-1) ; RIP : indice de rétention sur colonne
polaire (BP-20). Ordre d’élution et pourcentages des composés individuels estimés sur colonne
apolaire (BP-1). RIL? : indice de rétention sur colonne apolaire de la littérature (Adams, 2007).
RILP : indice de rétention sur colonne polaire de la littérature (Babushok et al.,2011).

tr : traces (< 0,01%). Les composés majoritaires avec des pourcentages notables sont en gras.
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Figure 38 : Pourcentage de chaque catégorie de molécules présentes
dans ’HE du C. nardus
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Figure 39 : Les principales molécules constituant ’HE du C. nardus

L’HE du C. nardus se caractérise par la prédominance du citronellal (37,1%), suivi du
géraniol (24,4 %) et du citronellol (13,8 %). Ces résultats s’accordent avec un nombre
considérable de travaux qui documentent des HEs dominées par les trois mémes composés
majoritaires et dans des proportions comparables aux notres.

Parmi lesquelles celle de Quintanella et al. (2012), qui ont rapporté une HE du C. nardus
native de Colombie dont le citronellal est prédominant (45,7 %) suivi du géraniol (20,4 %) et
du citronellol (9,9 %). En Malaisie, I’HE de C. nardus a exposé le citronellal (39,66 %) comme

composeé principal, suivi du géraniol (18,83 %) et du citronellol (12,98 %) (Weng et al., 2015).
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Au Togo, c’est le citronellal (35,5 %) suivi du géraniol (27,9 %) et du citronellol (10,7 %) qui
dominent la composition chimique de I’HE étudiée (Koba et al., 2009). Enfin, une HE du C.
nardus native de France a exposé un profil chimique ou c’est le citronellal (42 %) qui domine,
suivi du géraniol (20,8 %) et du citronellol (14,5 %) (Billerbeck et al., 2001).

D’autre part, des travaux réalisés sur I’HE du C. nardus ont mis en exergue des profils
chimiques légérement différent de celui exposé pour notre HE, toujours avec le citronellal
comme composé prédominant, mais avec des composeés secondaires différents. A titre
d’illustration, Gimenez Martinez et al. (2022) ont exposé une composition chimique d’une HE
du C. nardus dominée par le citronellal (21,78 %) suivi du citronellol (16,22 %), et du géranyl
acétate (14,93 %). En Indonésie, une HE de C. nardus a exposé le citronellal (35,97 %) comme
composé majoritaire suivi du nérol (17,28 %) et du citronellol (10,03 %) (Setiawati et al.,
2011). Ou encore, Mahalwal et Ali. (2003) qui ont rapporté un profil chimique de I’HE étudiée
domine par le citronellal (29,7 %), du géraniol (24,2 %) et de ’a-terpinéol (9,2 %).

En outre, ’'HE de C. nardus peut aussi présenter une composition chimique dominée par le
geéraniol, avec des études exposant une grande variation de pourcentages : 35,7 % au Japon,
75,1 % en Malaisie et 29,3 % en Cote d'lvoire (Nakahara et al., 2013 ; Chong Jen Weng et
al., 2015 ; Doumbia et al., 2014). D’un tout autre c6té, Kobenan et al. (2018) ont exhibé une
HE de C. nardus avec un profil exceptionnel dont le §-3-caréne (29,09 %) constitue le composé
majoritaire.

Le C. nardus a chémotype citronellal est le plus abondant et le plus répondu dans la nature,
associé presque toujours avec le géeraniol et le citronellol. Tandis que, le chémotype a géraniol
vient en seconde position en termes de présence méme s’il est nettement moins abondant. Cette
variabilité chimique au sein I’HE de C. nardus dépend avant tout du procédé d'extraction, de
l'origine géographique, des conditions environnementales et pédoclimatiques, des stades
phénologiques, du moment de la récolte et de la génétique (Kaur et al., 2021).

Le profil chimique de I’'HE du C. nardus est caractéris¢ par 1’enchainement de trois
composeés : le citronellal, le géraniol et le citronellol. Cette composition moléculaire s’explique
du fait que le géraniol constitue le point de départ pour la synthese des deux autres composés
(citronellol et citronellal) (Akhila, 2010). La conversion du géraniol en citronellol et son
oxydation en citronellal se fait grace a I’intervention d’une alcool déshydrogénase (ADH) et a
des aldo-kéto réductase (AKR) (lijima et al., 2014).
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Partie 1. Evaluation de la toxicité in vivo et in situ des huiles essentielles du Thymus
vulgaris et du Cymbopogon nardus

I1.1. Evaluation de la toxicité aigtie orale des huiles essentielles du Thymus vulgaris et du
C.nardus

11.1.1. Evaluation de la toxicité aigué orale de I’huile essentielle du Thymus vulgaris

L’évaluation de la toxicité orale aigué de I’HE du T. vulgaris s’est faite selon la méthode par
classe suivant la ligne directrice 423 de ’OCDE. L’expérience a été réalisée en administrant
aux souris les trois concentrations d’HE suivantes : 50 mg/kg p.c suivi de 300mg/kg p.c et enfin
2000mg/kg p.c.

L’administration de I’'HE de T. vulgaris a 50 mg/kg p.c aux souris n’a donné lieu a aucun
signe de toxicité immédiate. Une demi-heure aprés 1’administration, aucun changement de
comportement inhabituel n’a été décelé chez les animaux et aucun signe de toxicité n’a été noté.
Par ailleurs, au cours des 24 heures et des 7 jours qui ont suivi ’administration de I’HE aux
trois animaux aucune manifestation inhabituelle et aucune mortalité animale n’a été observée.

Les trois animaux survivants ont recu la dose supéricure d’HE de T. vulgaris qui est celle a
300mg/kg p.c. Cette derniére n’a donné lieu a aucune mortalité chez les animaux, ni a aucun
signe de toxicité particuliere ou d’anomalies durant les 7 jours d’expérience.

En revanche, ’administration de I’HE a 2000mg/kg p.c a conduit a la mort d’un des trois
animaux sans manifestation préalable de quelque nature qu’elle soit. D’autre part, le suivi
pondéral des animaux au cours de ’expérience a révelé une stabilité relative, contrairement au
groupe témoin ou le poids des animaux était en augmentation (p < 0,05) (Figure 40).

Les résultats obtenus indiquent clairement que I’HE du T. vulgaris présente une toxicité
aigué modérée faisant partie de la catégorie 5, c’est-a-dire que sa DL50 (dose létale médiane)
est supérieure a 2000mg/kg p.c. Le schéma d’essai de la ligne directrice 423 (OCDE) est indiqué

par I’annexe IllI.
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Figure 40 : Suivi pondéral des animaux apreés administration de ’'HE du T. vulgaris.
HETV : Huile essentielle du Thymus vulgaris ; Groupe témoin : Souris n’ayant regu aucune dose d’huile
essentielle. Les valeurs sont présentées en moyennez écart-type, n=3 souris/groupes.

11.1.2 Observations macroscopiques et histopathologique

A la fin de I’expérience, I’étude a echelle macroscopique des animaux apres dissection n’a
révélé aucune anomalie particuliere au niveau des organes observés. En outre, 1’observation
macroscopique a indiqué 1’absence d’hépatomégalie avec la présence d’une 1égere cardiomégalie.

L’étude histopathologique réalisée au niveau du foie a exposé la présence d’une congestion
vasculaire multifocale, d’une ectasie, d’une congestion des sinusoides hépatiques marquee et
d’une dégénérescence hepatocytaire minime centro-lobulaire a multifocale. L’observation
microscopique des poumons a clairement indiqué la présence d’cedémes intra alvéolaires.
Enfin, les coupes réalisées au niveau reins ont indiqué une légére congestion vasculaire cortico-
médullaire (Annexe V).

L’évaluation la toxicité orale aigué de I’HE du T. vulgaris a chémotype carvacrol a permis
de la classer dans la catégorie 5 (DL50 supérieur a 2000mg/kg). Ce qui contredit les
investigations menées par Armas et al. (2019) et Tisserand et Young. (2013) qui ont évalué la
toxicité aigué d’une I’HE du T. vulgaris dont le thymol est le composé majoritaire. Les résultats
ont indiqué une DL50 comprise entre 300 et 2000mg/kg p.c (Catégorie 4) pour les deux travaux.
La différence entre nos résultats et les leurs s’explique forcément par la différence de
composition chimique entre les HEs.

Les lésions pulmonaires induites par I’'HE du T vulgaris sont probablement due a I’activation

des récepteurs membranaires cationiques TPRA1 (The transient receptor potential cation channel,
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subfamily A, member 1). C’est des protéines fortement exprimées dans les nerfs sensoriels des
cellules qui projettent les fibres C vagales des branches pulmonaires. (Belvisi et al., 2011). Des
recherches plus poussées ont méme établi un lien direct entre le thymol et 1’activation de ces
TRPAL. De ce fait, il est logique d’attribuer au thymol la responsabilité de ’apparition des
Iésions pulmonaires. Cette derniéere affirmation pourrait facilement étre étendue au carvacrol et
de déduire comment cette molécule induit des Iésions pulmonaires chez les souris. (Lee et al.,
2008)

L’HE du T. vulgaris n’est pas forcément responsable des lésions rénales constatées. Ces
derniéres peuvent apparaitre spontanément dues a une néphropathie chronique, affection tres
courante chez les rongeurs. Cette Iésion débute entre trois et six mois chez les souris et se
manifeste par élargissement des membranes glomérulaires et entraine une fibrose interstitielle,
des foyers d’infiltrations cellulaires et une glomérulosclérose (Lagarto et al., 2005).

L’administration d’une dose de 2000 mg/kg d’HE du T. vulgaris aux souris a induit un
certain nombre de Iésions au niveau organes préleves. Toutefois, ces altérations sont facilement
évitables en employant des concentrations d’HE inférieures a celles utilisée lors de notre
expérience. Pour preuve, Armas et al. (2019) qui ont rapporté que 1’administration de ’'HE a
300mg/kg chez les rats n’a donné licu a aucune anomalie au niveau hépatique.

Cette derniére affirmation est d’autant plus logique dans la mesure ou le carvacrol administré
a 100mg/kg a exercé un effet hépato-protecteur contre un certain nombre de maladies hépatiques
(Stéatose, fibrose...etc.) chez des souris. La molécule a aussi réduit le niveau des cibles de la
voie de la MAP kinase telle que le facteur de transcription nucléaire NF-kB et ceux des
marqueurs pro-inflammatoires qui en découlent (TNFa, IL6...etc.) (Khan et al., 2019).

11.1.4. Evaluation de la toxicité aigué de I’huile essentielle du Cymbopogon nardus

L’évaluation de la toxicité orale aigué de I’HE du C. nardus a été effectuée selon la méthode
par classe suivant la ligne directrice 423 de ’OCDE. Le choix des doses d’HE administrees est
identique a celles choisies pour I’HE du T. vulgaris

L’administration de la dose initiale (50 mg/kg p.c) de I’'HE du C. nardus aux trois souris n’a
donné lieu a aucun signe immédiat de toxicité ou de changement de comportement. L’observation
des animaux aprés quelques heures, et méme 7 jours apres le début de I’expérience n’a indiqué
aucun signe de toxicité particuliére. Les mémes constatations ont été rapportées pour les deux
autres concentrations supérieures d’HE administrées (300 et 2000mg/kg p.c).

Les résultats du suivi pondéral des animaux aprés administration de ’'HE du C. nardus en
comparaison avec un groupe témoin sont présentés dans la Figure 41. Le suivi du poids a révélé

une augmentation constante et normale du poids des souris, qui se rapproche de celle du groupe
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témoin (p=0,13). Les résultats obtenus ont permis de déduire que la toxicité aigué de I’HE fait
partie de la catégorie 5, c’est-a-dire que la valeur de DL50 est supérieure a 2000 mg/kg p.c.
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Figure 41 : Suivi pondéral des animaux aprés administration de I’HE du C. nardus.
HECN : Huile essentielle du Cymbopogon nardus; Groupe témoin :Souris n’ayant regu aucune dose d’HE.
Les valeurs sont présentées en moyenne + écart-type, n=3 souris/groupes.

I1.1.5. Observations macroscopiques et histopathologique

L’observation a 1’échelle macroscopique des animaux aprés dissection n’a montré aucune
anomalie aux niveaux des organes (absence d’hépatomégalie et de cardiomégalie).

L’étude histopathologique des organes prélevés a révélé la présence au niveau du foie d’une
dégenérescence hépatocytaire périvasculaire. Les coupes pulmonaires ont révélé la présence de
foyers congestivo-hémorragique modéré avec accumulation d’hémosidérine et d’une
hémorragie alvéolaire minime. Alors que pour les reins une congestion corticale glomérulaire
et interstitielle minime a été constatée avec une congestion médullaire interstitielle modérée
(Annexe VI).

L’HE ¢étudiée du C. nardus présente une toxicité orale aigu¢ faible de catégorie 5 (DL50
supérieure a 2000 mg/kg). Ce qui est en accord avec les investigations menées par Ouédraogo
et al. (2016) et Andersen et al. (1997). Ces auteurs ont exposé des HEs de I’espece étudiée a
chémotype citronellal qui présentent une trés faible toxicité orale aigué (DL50 de 5000mg/kg
p.c.).

A ’opposé, Ranjitkar et al. (2019) ont indiqué qu’une HE du C. nardus présente une toxicité
orale aigué modérée (DL50 de 500mg/Kkg p.c) estimée selon la ligne directrice 423 de ’OCDE.

La valeur de DL50 obtenue pour I’HE est tres inférieure a celle estimée par nos travaux.
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Notre étude histopathologique a mis en lumiere des altérations au niveau des organes
prélevés apres administration d’une dose de 2000mg/kg de I’'HE chez les souris. Néanmoins,
I'utilisation de 'HE du C. nardus a des concentrations inférieures permettrait & coup sQr
d’éviter I’apparition de Iésions organiques.

Pour preuve, Ouedraogo et al. (2016) qui ont souligné que I’administration de I’HE du C.
nardus a 1000 mg/kg chez des souris n’a donné lieu a aucune anomalie au niveau d’organes
vitaux (le foie, les reins, la rate, les poumons et le cceur). De plus, les auteurs ont rapporté
I’absence de changement pondéral chez les animaux traités en comparaison avec les autres.

Des travaux antérieurs ont méme signalé I’effet protecteur du citronellal a 200mg/kg sur la
réduction des altérations hépatiques induites par la doxorubicin (un médicament anticancéreux)
chez les rats. La molécule induit cet effet hépatoprotecteur en atténuant l'apoptose des
hépatocytes via I'activation de la voie de signalisation de la phosphoinositide 3-kinase/protéine
kinase B (PI3K/Akt).

Le géraniol ne présente aucun effet toxique sur le foie méme administré a une dose de 120
mg/kg pendant un mois chez les souris (Pavan et al. 2018). Le compose exerce méme un effet
protecteur sur les poumons lorsqu’il est administré a une dose de 50 mg/kg chez les souris.
(Jiang et al., 2017).

Bien plus recemment, Younis et al. (2021) ont souligné I’action protectrice du géraniol sur
la fonction rénale lorsqu’il est administré a 200 mg/kg chez les rats. Cet effet s’exerce en
agissant sur la voie de signalisation Keap-1/Nrf2, un élément vital dans I’action antioxydante
au niveau rénal (Younis et al., 2021).

11.2. Evaluation de la toxicité in situ des huiles essentielles du Thymus vulgaris et du
C.nardus
11.2.1. Evaluation de la toxicité in situ de I’huile essentielle du Thymus vulgaris

L’¢évaluation de la cytotoxicité de I’HE du T. vulgaris s’est faite contre deux lignées
cellulaires en employant le test MTT. La premiére lignée est d’origine tumorale issue d'un
adénocarcinome humain (MDA) et la deuxiéme non tumorale normale issue de cellules épithéliales
de sein humain (MCF10A). La cytotoxicité a été évaluée de maniere dose-dépendante pendant
24 h selon le protocole décrit dans le chapitre Matériel et Méthodes (page 43). Les résultats ont
révélé que I’HE du T. vulgaris présente une CI50 de 0,26 £+ 0,005 mg/mL vis-a-vis de la lignée
cellulaire MDA. Alors que L’HE a exhibé une valeur de CI50 de 0,53 + 0,083 mg/mL vis-a-vis
de la lignée cellulaire MCF10A (Figure 42).
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Figure 42 : Evaluation de P’action cytotoxique de ’HE du T. vulgaris en fonction de sa

concentration (mg/mL). MDA : Lignée tumorale issue d'un adénocarcinome humain ; MCF-10A : Lignée non
tumorale normale issue de cellules épithéliales de sein humain. Viabilité cellulaire exprimée en pourcentage (%)

La présente expérience a établi que I’HE du T. vulgaris présente une cytotoxicité modérée
pour les deux lignées cellulaires testées (Sylvestre et al., 2006). Nos résultats concordent avec
un certain nombre de travaux rapportant une cytotoxicité modérée de I’HE en dépit des
chémotypes et des lignées cellulaires testées (Sertel et al., 2011 ; Shahrani et al., 2017 ;
Khalaf et al., 2021).

A titre d’exemple, Dash et al. (2021) ont évalué les propriétés cytotoxiques d’une I’HE du
T. vulgaris a chémotype carvacrol envers deux lignées cellulaires cancéreuses qui proviennent
du foie (HepG-2) et de la prostate (PC-3). L’HE a présenté une cytotoxicité modérée avec des
valeurs de CI50 de 135,46 et de 98,59 pug/mL envers les lignées cellulaires HepG et PC-3,
respectivement (Dash et al., 2021).

En revanche, nos réesultats divergent avec ceux de Miladi et al. (2013) qui ont évalué la
cytotoxicité d’une HE du T. vulgaris a chémotype thymol (41,33 %). L’HE a exposé une forte
cytotoxicité envers la lignée cellulaire de cellules épithéliales d’un adénocarcinome de
poumons humains (A549) avec une CI50 atteignant 10,50 pg/mL.

L’HE étudiée du T. vulgaris présente une faible cytotoxicité qui est attribuée au mélange
complexe de monoterpénes et de sesquiterpénes qui la compose. Néanmoins, la teneur tres
élevée en carvacrol de I’HE laisse & penser qu’il est responsable de cet effet cytotoxique.

De nombreux travaux ont investigué la cytotoxicité du carvacrol et envers diverses lignées
cellulaires (Mehdi et al., 2011 ; Al-Fatlawi et al., 2014 ; Llana-Ruiz-Cabello et al., 2014).
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Parmi lesquels, Ranjitkar et al. (2021) qui ont indiqué que le carvacrol présente une faible
cytotoxicité avec une CI50 de 100 pg/mL envers des lignées cellulaires cancéreuses
immortelles (Hela) et normales issues de fibroblastes de la peau.

Le carvacrol induit cette cytotoxicité en provoquant un phénomeéne d'apoptose et des
changements morphologiques au niveau de la membrane plasmique (mouvements de bascule
de la phosphatidylsérine de la membrane interne a la membrane externe de la membrane
plasmique (Koparal et Zeytinoglu, 2003 ; Arunasree, 2010). La molécule provoque aussi une
perméation de la membrane mitochondriale cellulaire (Al-Fatlawi et al., 2014 ; Parrish et al.,
2013) a cause de I’activation de 1’enzyme P53 et de son interaction avec la famille des génes
Bcl2. (Basu et al.,1998 ; Song et al., 2014).

Amara et al. (2022) ont méme documenté un effet protecteur du carvacrol contre le stress
oxydatif induit par le phtalate de di (2-éthylhexyle) (DEHP) dans des cellules rénales
embryonnaires humaines (cellules HEK-293). La molécule a méme significativement augmenté
la viabilité cellulaire et a également diminué la fragmentation de 'ADN des lignées cellulaires
testées.

11.2.2. Evaluation de la toxicité in situ de I’huile essentielle du Cymbopogon nardus

L'activité cytotoxique de I’HE du C. nardus a été évaluée contre deux lignées cellulaires en
employant le test MTT. La premiere lignée d’origine tumorale issue d’un adénocarcinome
humain (MDA) et la deuxiéme lignée non tumorale normale issue de cellules épithéliales de
sein humain (MCF10A). L’effet cytotoxique de I’HE a été testé maniére dose-dépendante
pendant 24 h comme décrit dans la partie Matériel et Méthodes (page 43). Les résultats ont
indiqué que I’HE du C. nardus présente une CI50 de 0,56 + 0,009 mg/mL vis-a-vis de la lignée
cellulaire MDA. En revanche, I’HE a exprimé une CI50 de 0,63 £0,00 mg/mL vis-a-vis de la
lignée cellulaire MCF10A. (Figure 43).

82



B RESULTATS ET DISCUSSION

-~ MDA
-2 MCF-10A

e &
® O N
o o o
] ] ]

60—
40

Viabilité cellulaire (%)

20

0 T T T T T
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

Concentration (mg/mL)

Figure 43 : Evaluation de I’action cytotoxique de ’HE du C. nardus en fonction de sa

concentration (mg/mL). MDA, Lignée tumorale issue d'un adénocarcinome humain MCF-10A, Lignée non
tumorale normale issue de cellules épithéliales de sein humain. Viabilité cellulaire exprimée en pourcentage (%)

La présente expérience a établi que I’HE du C. nardus présente une cytotoxicité modérée
envers les deux lignées cellulaires testées (Sylvestre et al., 2006). Nos résultats sont en accord
avec la totalité des travaux qui portent sur 1’évaluation de la cytotoxicité de ’'HE du C. nardus
pour tous les chémotypes et envers toutes les lignées cellulaires testées (Cunha et al., 2020 ;
Prado et al.,2024 ; De Toledo et al., 2016; Sujatha et Sirisha, 2019)

A titre d’exemple, Bayala et al. (2020) ont investigué les propriétés cytotoxiques de I’HE du
C. nardus a chémotype citronellal envers deux lignées cellulaires cancéreuses. Ces dernieres
sont issues d’un adénocarcinome humain de la prostate (LNCAP) et de la région cervicale
humaine (Hela). Les auteurs ont indiqué que L’HE a présenté des valeurs de CI50 de 58,0
pg/mL et de 142pg/mL pour les lignées cellulaires LNCAP et Hela, respectivement.

De maniére plus générale, Kpoviessi et al. (2014) ont évalué la cytotoxicité de quatre HEs
du genre Cymbopogon comprenant celle du C. giganteus, du C. schoenantus, du C. nardus et
du C. citratus envers des lignées cellulaires ovariennes (CHO) et celles de fibroblaste humains
(WI138). Parmi les HES testées celle du C. nardus est la moins cytotoxique parmi les quatre HES
testées et de méme pour ses composeés majoritaires le citronellal et le citronellol.

A Topposé, ’HE du C. citratus présente une cytotoxicité relativement élevée, qui est
slrement due a la présence du néral et du géranial. Cette constatation est confirmée par Koba

et al. (2009), qui ont établi que le citronellal présente une faible cytotoxicité (300 pL/mL) par
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rapport a celle du néral (100 pL/mL) et du géranial (250 pL/mL) envers les lignées cellulaires
de kératinocytes HaCat.

L action cytotoxique du citronellal et du citronellol envers les lignées cellulaires MDA se
fait grace a I’activation de I’enzyme P53 et de son interaction avec les protéines Bax (Yathsoeung
Ho et al., 2020). Le citronellal induit aussi une cytotoxicité envers les lignées cellulaires de
carcinome hépatocellulaire humain (Hein7) (Mal3berg et al., 2015) en augmentant les niveaux
de Ca?" intracellulaires. Sachant que la mobilisation et 1’augmentation du Ca?* cellulaire dans
ce contexte se font grace a I’activation d’une de signalisation dépendante de I’AMP cyclique
(Enfissi et al.,2004 ; Gaspers et Thomas, 2005).

En ce qui concerne le géraniol, 1’évaluation de sa cytotoxicité envers la lignée cellulaire d’un
adénocarcinome de I’endometre (Ishikawa) a indiqué une valeur de CI50 de 263,027 uM, ce
qui indique une faible cytotoxicité (Kuzu et al., 2021). La molécule induirait cette cytotoxicité
en provoquant 1’arrét de la croissance des lignées cellulaires a I’interphase GO/G1 du cycle
cellulaire et en affectant la synthése de I’ADN cellulaire (Crespo et al., 2020).

Partie I11. Evaluation des activités biologiques des huiles essentielles du Thymus vulgaris
et du Cymbopogon nardus

I11.1. Evaluation de I’effet antioxydant des huiles essentielles du Thymus vulgaris et du
Cymbopogon nardus

I11.1.1. Potentiel antioxydant de I’huile essentielle du Thymus vulgaris

Le pouvoir antioxydant de I’HE du T. vulgaris a été évaluée en utilisant les tests DPPH et
ABTS et exprimés en CI50. Cette derniére exprime la quantité d’antioxydant nécessaire pour
diminuer la concentration de I’oxydant de 50 %. La CI50 est inversement liée a la capacité
antioxydante d'un composé ou d’une HE, c’est-a-dire que plus cette valeur est basse plus
I’action antioxydante est importante.

Pour le test DPPH, I’HE du T. vulgaris a pu ramener le radical libre stable 2,2- diphényl 1-
picrylhydrazyl (DPPH) violet en diphényl-picrylhydrazine jaune avec une valeur de CI50 de

10,4 +£ 0,2 ug /mL. Cependant, I’activité antioxydante de I’'HE reste inférieure (p=0,63) a celle de
la substance de référence (vitamine C), qui présente une valeur de CI50 de 3,15 pg + 0,87
pg/mL (Figure 44).
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Figure 44 : Cinétique de D’activité antiradicalaire de ’HE du T. vulgaris sur le radical

DPPH. HETV : Huile essentielle du Thymus vulgaris. Vit C : Vitamine C.

Pour le test ABTS, L’HE du T. vulgaris est parvenue a transformer le radical cationique
ABTS «+(L'acide2,2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique)) de coloration verte bleue
en sa forme réduite non-radicalaire ABTS qui est incolore avec une CI50 de 8,78 + 0,81 pg/mL.
Néanmoins, I’effet antioxydant de I'HE reste inférieur a celui de la substance de référence

(vitamine C), qui présente une valeur de CI50 de 2,84 + 0,87 pug /mL (p = 0,84) (Figure 45).
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Figure 45 : Cinétique de l’activité antioxydante de ’HE du T. vulgaris sur le radical

ABTS. HETV : Huile essentielle du Thymus vulgaris. Vit C : Vitamine C.
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La présente expérience a établi la puissante action antioxydante de I’HE du T. vulgaris dont
la teneur en carvacrol est de 68,20 % en utilisant les deux tests DPPH et ABTS. Ces résultats
sont en adéquation avec ceux de Dash et al. (2021) et Elsaraf et al. (2020) qui ont investigué
’activité antioxydante par test DPPH de deux HEs du 7. vulgaris dont la teneur en carvacrol
est de 45,55 % et 59,29 %, respectivement. Les deux études ont exposé des valeurs de CI50 trés
faibles avec 1,71 pg/mL et 23,64 pg/mL, respectivement.

Cette variation s’explique soit par les conditions d’expériences ou par la différence des
composés secondaires présents dans la composition chimique. Parmi ces composés secondaires,
le thymol et sa teneur dans la composition chimique de I'HE influencent son action
antioxydante. Du fait que la molécule exerce un effet synergique avec le carvacrol dans
I’amélioration du potentiel antioxydant des HEs (Gavaric et al., 2015).

D’autre part, d’innombrables travaux documentent 1’effet antioxydant des HEs de I’espéce
T. vulgaris avec le test ABTS (Lemos et al., 2017 ; Aljabeili et al., 2018 ; Punyaet al., 2019).
Pourtant, a notre connaissance, aucune d’entre elles ne porte sur des HEs a chémotype
carvacrol. En revanche, il en existe sur des especes voisines a celle du 7 vulgaris.

A titre d’exemple, Ballester et al. (2017) ont évalué I’activité antioxydante par test ABTS
d’une HE appartenant a ’espéce Thymus capitatus. Cette derniére est caractérisée par une
teneur en carvacrol atteignant les 69,83 %. Les reésultats ont exposé une valeur de CI50 de
1,41 mg/mL pour I’HE testée. La valeur trouvée est largement supérieure a celle de notre HE.
Ce qui pourrait s’expliquer par la différence de composés secondaires entre les deux HEs ou
par leurs teneurs.

Le pouvoir antiradicalaire de I’HE du T. vulgaris est légerement supérieur pour le test ABTS
par rapport a celui du test DPPH. Cette différence tiendrait soit dans la nature méme des
réactions chimiques mises en jeu ou dans la vitesse de celle-ci. Ce dernier point concerne
spécifiqguement les composés phénoliques (le carvacrol et le thymol) qui réagissent avec les
radicaux DPPH en réalisant un transfert d’électrons rapide, mais qui reste plus lent que celui
avec I’ABTS'". Cela en raison de la difficulté d'acces de ces composés au site du radical de la
molécule de DPPH. (Chroho et al., 2024 ; ilhami Gulcin et al., 2023).

Le puissant pouvoir antioxydant de I’HE du T. vulgaris est attribué a la présence des deux
composeés phénoliques qui sont le carvacrol et le thymol. Ces derniers sont reconnus pour étre
les principaux éléments antioxydants des HEs du T. vulgaris. A la différence du p-cymeéne, du
linalool et du y-Terpinéne qui ne possedent pas du tout d’effet antioxydant (Al-Mansori et al.,
2020 ; Lemos et al., 2017).
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Le carvacrol est connu pour étre un puissant capteur de radicaux libres d & son systéme
d'électrons delocalisés. Ce dernier est mis en place grace aux groupements fonctionnels
(hydroxyle, méthyle et isopropyle) du carvacrol. Ce systeme sert de donneurs d’hydrogéne ou
d’électrons permettant la transformation du radical DPPHe vers sa forme réduite DPPHH et du
radical ABTS++ en ABTS (Brewer, 2011).

111.1.2. Potentiel antioxydant de I’huile essentielle du Cymbopogon nardus

L activité antioxydante de ’'HE du C. nardus évaluée par le test DPPH et ABTS, est
exprimée en CI50. Pour le test DPPH, ’HE du C. nardus a pu ramener le radical libre stable
2,2- diphényl 1-picrylhydrazyl (DPPH) violet en diphényl- picrylhydrazine jaune avec une
valeur de CI50 de 2,62 + 0,03 mg/mL. Toutefois, I’activité antioxydante de I’HE est trés
significativement inférieure (p=0,0057) a celle de la substance de référence (vitamine C), qui
exhibe une CI50 de 3,15 £ 0,87 pg/mL (Figure 46).
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Figure 46 : Cinétique de ’activité antiradicalaire de ’HE du C. nardus sur le radical
DPPH. HECN, Huile essentielle du Cymbopogon nardus ; Vit C, Vitamine C

Pour le test ABTS, 'HE du C. nardus est parvenue a transformer le radical cationique
ABTS «+(L'acide2,2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique)) de coloration verte bleue
en sa forme réduite non radicalaire ABTS qui est incolore avec une CI50 de 37,3 + 1,25 pg /mL.
Cependant, I’activité antioxydante de I’'HE est inférieure (p=0,43) a celle de la substance de
référence (vitamine C), qui présente une valeur de C150 de 2,84 + 0,75 pg /mL (Figure 47).
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Figure 47 : Cinétique d’activité antiradicalaire de ’HE du C. nardus sur le radical ABTS
HECN, Huile essentielle du Cymbopogon nardus. Vit C, Vitamine C.

La présente expérience a établi 1’effet antioxydant modéré de I’'HE du C. nardus pour les
deux tests DPPH et ABTS. Ces résultats concordent avec un certain nombre de travaux et
divergent avec d’autres.

A titre d’exemple, Bayala et al. (2020), ont testé I’effet antioxydant d’une HE du C. nardus
dont le citronellal (33,06 %) et le géraniol (28,40 %) sont les composés majoritaires. Les auteurs
ont exposé des valeurs de CI150 de 1,02 mg/mL et 2,25 pg/mL pour les deux tests DPPH et
ABTS, respectivement. Les résultats obtenus pour I’HE sont largement inférieurs aux notres

A T’opposé, Clain et al. (2018) ont évalué I’activité antioxydante de I’HE étudiée avec le test
ABTS. Les résultats ont exposé une CI50 de 204 pg/mL, cette valeur est largement supérieure
a la valeur exposeée pour notre HE. Cette variation du potentiel antioxydant entre les HEs
pourrait étre liée a la différence de la composition chimique ou aux conditions expérimentales.

Le pouvoir antiradicalaire de I’HE du C. nardus est largement supérieur pour le test ABTS
en comparaison a celui du test DPPH. Cette différence de résultats est liée a la nature des tests
employés. En effet, le test ABTS est plus sensible pour identifier I'activité antioxydante des
HESs en raison de la cinétique de sa réaction qui est plus rapide, et sa réponse aux antioxydants
qui est plus élevée (Lee et al., 2015).

L’HE du C. nardus présente une action antioxydante modérée, qui peut s’expliquer par
I’absence de composés phénoliques (carvacrol et thymol). Cela dit, le pouvoir antioxydant qui
a été constaté pour I’'HE est attribué a son pourcentage élevé en monoterpenes et en
sesquiterpénes oxygénés (82,40 %).
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Des investigations antérieures menées sur des HEs du C. nardus suggérent que c’est le
citronellal, principal composé oxygéné de I’HE qui est responsable de son action antiradicalaire
(Quintans-Junior et al., 2011 ; Miladi et al., 2013 ; Lu et al., 2014). Pourtant, Rastuti et al.
(2020) contredisent cette affirmation en révélant que le citronellal et le citronellol ne possedent
qu’un trés négligeable effet antioxydant. Par contre, le géraniol présente un potentiel
antioxydant important et serait responsable de I’effet antiradicalaire de I’'HE du C. nardus. La
molécule exerce son effet antioxydant grace a l'atome d’hydrogene allylique proche du
groupement OH (en position C1) dans sa structure.

II1.2. Activité antibactérienne des huiles essentielles du Thymus vulgaris et du Cymbopogon
nardus

I11.2.1. Activité antibactérienne de I’huile essentielle du Thymus vulgaris

111.2.1.1. Test de diffusion sur disque

L’évaluation de I’action antibactérienne de la phase liquide de I’HE du T. vulgaris s’est faite
par le test de diffusion sur disque, contre dix souches bactériennes. Les résultats sont regroupés
dans le Tableau 18 et la Figure 48. L’antibiogramme des souches bactériennes testées est
présenté dans 1I’Annexe V.

L’HE étudiée a montré un effet dose-dépendant (10, 20 et 30 pL) illustré par I'augmentation
du diamétre de la zone d’inhibition (DZI). Les cing souches bactériennes a Gram-positif (4
souches réferencées et la souche isolée) testees sont fortement sensibles a I’action de I’HE du
T. vulgaris. La souche S. aureus est la plus sensible a I’effet de ’'HE avec un DZ1=85 mm aux
trois volumes testés (10, 20 et 30 pL). En revanche, la souche SARM est la moins sensible a
I’action de ’'HE du T. vulgaris avec un DZI qui varie de 48 a 55 mm.

Les cing souches bactériennes a Gram-négatif sont fortement sensibles a I’effet de I’'HE.
Méme si, les deux souches E. coli et S. typhimurium sont les plus sensibles a 1’action de I’HE
et sont totalement inhibées (DZ1=85 mm) aux trois volumes testés (10, 20 et 30 uL). Alors que
la souche P. aeruginosa 1 est la moins sensible a I’action de ’'HE du T. vulgaris avec un DZI
variant de 19 mm jusqu’a 40 mm dépendant du volume d’HE testé.

Par ailleurs, les 10 souches bactériennes sont nettement plus sensibles a I’action de I’'HE du
T. vulgaris qu’a celle du controle positif (solution de chloramphénicol a 1 %). Ainsi, ’'HE
étudiée présente un effet antibactérien significativement (p < 0,0001) supérieur a celui du

contréle positif.
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Tableau 18 : Effet Antibactérien de ’'HE du T. vulgaris évalué par tests de diffusion

Espéces bactériennes
Gram-positif

E. faecalis ATCC
L. innocua ATCC
SARM ATCC

S. aureus ATCC

S. aureus (1)
Gram-négatif

E. coli ATCC

K. pneumoniae ATCC
S. typhimurium ATCC
P. aeruginosa ATCC

P. aeruginosa (1)

sur disque et vapeur

Test de diffusion sur disque

10 20 30
50,742,9  59,7+3,5 81+6,9
58,3+10,4 850 850
48+6,1 52+2,6 55+6,1
850 850 850
56,7+5,8 85+0 850
85+0 85+0 85+0
62+4 76,7+7,6 83+3,5
85+0 85+0 85+0
57+2,6 81+6,9 85+0
19+3,5 21+7,8 400

DZI (mm)?

Test de diffusion vapeur

Volume d’HETYV (UL per Disque)

10 20 30

40,7+15 43,7£3,8 64,3+10,8

43+1 45+2,65 52,3+6,5
46,7+0,6 49,715 51+1,7

49+4,3  55,7#15,9  59,7+10

30+4 39,306  42,3+15
52,3+7,2 85+0 85+0
49,3+0,6 52+2,7 53,3+6,7
43,7+5,5 49,745 55,7+4,2
54,3+45 56,7455 = 60,7+3,2

c

10
29,3+0,6
38+0
34,7+0,6
30+0
32,7+2,9

41,3+0,6

40,3+4,6
31+1,7
29+3,5

Chloramphénicol®

20
31,7+1,5
40,7+1,5
36,3+1.5
33.3+1.6

36,7+2

48+1.7
43,3+1,6

34+2,7
32,7+2,31

30
33,7+1,2
411
39,7+0,6
40,3+1,5
36,7+4,2

50+0
45,3+0,6
35,3+0,6
34,7+0,6

HETV : huile essentielle du Thymus vulgaris. Les valeurs sont exprimées en moyenne + Ecart type (n= 3).2Le DZI
(diamétre de la zone d’inhibition) en mm comprend le diamétre du disque (9 mm), ® La solution de chloramphénicol
(1%) sert de control positif. ¢ (-) aucune zone d'inhibition.
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Salmonella typhimurium ATCC Escherichia coli ATCC

Pseudomonas aeruginosa ATCC
Figure 48 : Activité inhibitrice in vitro de I'HE du T. vulgaris envers les espéces
bactériennes par test de diffusion sur disque en utilisant trois volumes d’HE différents
(10, 20 et 30 pL/disque). Les fleches rouges représentent le diamétre de la zone inhibitrice (DI12)

111.2.1.2. Test de diffusion vapeur

L'effet antibactérien de la phase volatile de I’HE du T. vulgaris est évalué avec le test de
diffusion vapeur. Ce test s’est fait envers les mémes souches que celles testées pour le test
diffusion sur disque. Les résultats sont regroupés dans le Tableau 18 et la Figure 49.

Les résultats ont exposé une corrélation entre le volume d’HE testé et I’effet antibactérien
illustré par ’augmentation du DZI. La phase vapeur de ’'HE du T. vulgaris a exhibé un effet
antibactérien autant envers les souches a Gram-positif que celles a Gram-négatif. Néanmoins,
la souche E. coli est la plus sensible a I’action de I’HE avec un DZI allant de 52 mm a 85 mm

proportionnellement au volume d’HE testé. A 'opposé, la souche de P. aeruginosa (1) est
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complétement résistante a I’action de I’HE avec DZI = 0 mm indépendamment du volume testé.

Staphylococcus aureus ATCC Pseudomonas aeruginosa ATCC

Figure 49 : Activité inhibitrice in vitro de 'HE du T. vulgaris contre les espéces bactériennes
par test de diffusion vapeur en utilisant trois volumes d’HE différents (10, 20 et 30
pL/disque). Les fléches rouges représentent le diamétre de la zone inhibitrice (D1Z).

111.2.1.3. Détermination des CMI

L’évaluation de la CMI de I’HE du T. vulgaris a été réalisée avec la méthode de
macrodilution sur gélose envers les dix souches bactériennes testées. Les valeurs des CMI de
I’HE exprimées en % (v/v) sont représentées dans le Tableau 19. Les résultats ont exposé des
valeurs de CMI de I’'HE qui varient entre 0,25 et 0,03 % (v/v), avec la valeur la plus élevée
(0,25 %) envers la souche P. aeruginosa (1). Tandis que I’HE a exhibé une CMI de 0,0625 %
(v/v) envers la souche E. coli et une valeur de 0,0313 % (v/v) vis-a-vis des 8 espéces bactériennes

restantes.
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Tableau 19 : Concentration minimale inhibitrice (MIC) de ’HE du T. vulgaris envers

des souches de bactéries

Especes bactériennes CMI % (v/v)
Bactéries a Gram-positif

E. faecalis ATCC 0,0313
L. innocua ATCC 0,0313
SARM ATCC 0,0313
S. aureus ATCC 0,0313
S. aureus (1) 0,0313
Bactéries a Gram-négatif

E. coli ATCC 0,0625
K. pneumoniae ATCC 0,0313
S. typhimurium ATCC 0,0313
P. aeruginosa ATCC 0,0313
P. aeruginosa (1) 0,25

Les phases liquide et vapeur de I’HE du T. vulgaris présentent un puissant effet antibactérien
contre les souches a Gram-positif et négatif. Nos resultats sont corroborés par d’innombrables
investigations menées précédemment sur des HEs de T. vulgaris de diverses origines ( Aljabeili
et al., 2018 ; Sienkiewicz et al., 2011 ; Hattabi ez al., 2016, Rota et al., 2008 ; Borugi et al.,
2014).

Plus récemment, Dash et al. (2021) ont souligné le puissant I’effet antibactérien d’une HE
du T. vulgaris avec le carvacrol (45,53%) comme composé prédominant. Cet effet antibactérien
s’est illustré a travers I’action de I’HE contre neuf bactéries pathogénes d’origine alimentaire
avec un DZI atteignant 28 mm.

Les résultats du test de diffusion sur disque sont légérement supérieurs a ceux du test de
diffusion vapeur (p > 0,05). Cette information est contredite par un certain nombre de données
de la littérature qui attestent de supériorité de 1’action antibactérienne de la phase vapeur. Cette
derniére permet une fixation libre de I'HE au microorganisme, tandis que les composés
hydrophobes de la phase aqueuse s'associent pour créer des micelles. Ces derniéres retiennent
les molécules bioactives et restreignent par conséquent la liaison au microorganisme (Antih et
al., 2021 ; Inouye et al., 2001).

L’effet antibactérien de L’HE étudiée se fait de maniére indifférenciée sur les deux classes
de bactéries : a Gram positif et a Gram négatif. Cela est probablement di au carvacrol, composé

majoritaire de I’HE du T. vulgaris. La molécule grace a sa structure chimique est capable de
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désintégrer la structure des membranes externes des deux classes de bactéries. (Reyes-Jurado
et al., 2019).

Sachant que les bactéries & Gram-négatif sont réputées pour étre plus résistantes aux HEs
que les bactéries a Gram positif (Smith-Palmer et al.,1998 ; Mann et al.,2000). Cette
différence tient au fait que les bactéries a Gram négatif possedent une membrane externe rigide,
riche en lipopolysaccharide (LPS) et donc plus complexes (Reyes-Jurado et al., 2019). Cette
membrane externe est absente chez les bactéries a Gram positif qui sont plutdt entourées d'une
paroi épaisse de peptidoglycane avec des extrémités lipophiles due a I'acide lipotéichoique
(Silhavy et al., 2010 ; Hyldgaard et al., 2012 ; Chouhan et al., 2017).

Le potentiel antibactérien des HEs dépend assurément de leurs compositions chimiques et
plus spécifiguement de la présence des monoterpenes oxygénés. Ces derniers sont réputés pour
leur puissant pouvoir antibactérien, qui est bien plus important que celui monoterpenes
hydrocarbonés qui n’en possédent presque pas (Kalemba et Kunicka, 2003). Par conséquent
I’action antibactérienne de I’HE du T. vulgaris est logiquement attribuée a son composé
oxygené principal qui est le carvacrol.

Le carvacrol exerce son effet antibactérien en agissant principalement sur la fluidité et la
perméabilité de la membrane des bactéries (Helander et al., 1998). La nature hydrophobe du
carvacrol lui permet d’intégrer la membrane cellulaire bactérienne (Khan et al., 2017 ; Ben
Arfa et al., 2006) provoquant ainsi une permeabilité accrue d'ATP et une libération accrue
d'autres composants cellulaires (Helander et al., 1998 ; Walsh et al., 2003).

Le carvacrol peut fonctionner aussi grace a sa fonction hydroxyle (OH) comme un
transporteur transmembranaire de cations monovalents a travers la membrane, transportant le
H* a I’intérieur du cytoplasme cellulaire et le K* vers I'extérieur (Ultee et al., 2002 ; Ben Arfa
et al., 2006). La molécule peut aussi affecter le repliement des protéines bactériennes a travers
la production de quantités importantes d’HSP60 (protéines de choc thermique) (Burt et al.,
2007).

111.2.2. Activité antibactérienne de I’huile essentielle du Cymbopogon nardus
111.2.2.1. Test de diffusion sur disque

Le potentiel antibactérien de la phase liquide de ’'HE du C. nardus a été évaluée avec le test
de diffusion sur disque envers dix souches bactériennes référencées et isolées. Les résultats sont
représentés dans le Tableau 20 et la Figure 50. Les deux classes de bactéries & Gram positif et @
Gram négatif sont fortement sensibles a I’action de ’'HE du C. nardus. En outre, L'HE exerce un

effet antibactérien dose dépendant illustré par I’augmentation du DZI.
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L’HE du C. nardus a induit I’inhibition compléte (DIZ=85mm) des 4 souches : SARM,
S. aureus, K. pneumoniae, S. typhimurium aux trois volumes d’HE testés (10, 20 et 30 uL). A
I’opposé, 'HE a exhibé une faible action antibactérienne envers les deux souches d’origine
alimentaire : P. aeruginosa (1) et S. aureus (1) avec des DZI de 22 a 24 mm et de 30 a 36 mm,
respectivement. Par ailleurs, I’effet antibactérien de 'HE du C. nardus est significativement
supérieur (p < 0,0001) a celui du controle positif (solution de chloramphénicol a 1 %).
Tableau 20 : Effet Antibactérien de ’HE du C. nardus évalué par tests de diffusion sur

disque et vapeur
DZI (mm)?
Test de diffusion sur disques Test de diffusion vapeur Chloramphénicol®

Volume d’HECN (uL per Disque)
Especes bactériennes

Gram-positif 10 20 30 10 20 30 10 20 30

E. faecalis ATCC 52+7 81+6,9 8510 40,7245  43,7+0,6 64,3+6,6 29,3t0,6 31,7£15 33,7%1,2
L. innocua ATCC 71,316,4 771 8510 50,3£2,3 50,348 73,3£0,6 30%0 40,7£1,5 41+1
SARM ATCC 85+0 85+0 85+0 850 850 85+0 34,7¢0,6 36,315 39,7+0,6
S. aureus ATCC 85+0 85+0 85+0 85+0 85+0 85+0 30+0 333 40,3+1,5
S. aureus (1) 30+6,9 32,7+2,3 360 30+2,3 63,3+1,2 66,7+0 32,7¢2,9 36,716  36,7%4,2
Gram-négatif

E. coli ATCC 55,74 850 850 66,3+3,8 850 850 41.3+0,6 48+2 50+0
K. pneumoniae ATCC 850 850 850 85+0 850 85+0 40,3+4,6 = 43,3+1,7  45,3+0,6
S. typhimurium 85+0 85+0 850 8045 850 850 31+1,7 34+12  35,3t0,6
P. aeruginosa ATCC = 63%8,7 8540 85#0 56,7485  79,7%9,2 85+0 29+#35 32,7427  34,7+0,6
P. aeruginosa (1) 2210 22,7+0 24+1,2 - - - = = =

HECN : huile essentielle du Cymbopogon nardus. Les valeurs sont exprimées en moyenne * Ecart type (n= 3).
3Le DZI (diamétre de la zone d’inhibition) en mm comprend le diamétre du disque (9 mm), °® La solution de
chloramphénicol (1%) sert de control positif. ¢ (-) aucune zone d'inhibition
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Klebsiella pneumoniae ATCC Salmonella typhimurium ATCC

Figure 50 : Activité inhibitrice in vitro de I'HE du C. nardus contre les espéces bactériennes
par test de diffusion sur disque en utilisant trois volumes différents d'"HE (10, 20 et 30
pL/disque). Les fléches rouges représentent le diamétre de la zone inhibitrice (D1Z).

111.2.2.2. Test de diffusion vapeur

L’évaluation de I’activité antibactérienne de la phase vapeur de ’'HE du C. nardus s’est faite
envers dix souches bactériennes en employant le test de diffusion vapeur. Les résultats sont
représentés dans le Tableau 20 et la Figure 51.

La fraction volatile de I’'HE étudiée a montré un puissant effet antibactérien de maniere
indistincte sur les deux classes de bactéries : @ Gram positif et a Gram-négatif. De surcroit, ’'HE
du C. nardus a induit I’inhibition totale (DIZ=85mm) des trois souches : SARM et S. aureus et
K. pneumoniae méme au plus petit volume d’HE test¢ (10 pL). A D'inverse, la souche

Paeruginosa (1) est résistante (DZI=0mm) & I’action de ’'HE méme testée a 30 pL.

Pseudomonas aeruginosa ATCC Salmonella typhimurium ATCC

Figure 51 : Activité inhibitrice in vitro de I'HE du C. nardus envers les espéces
bactériennes par test de diffusion vapeur en utilisant trois volumes différents d'HE (10,
20 et 30 pL/disque). Les fleches rouges représentent le diamétre de la zone inhibitrice (DI1Z).
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111.2.2.3. Détermination des CMI

L’évaluation des CMI de I’HE du C. nardus s’est faite en employant la méthode de
macrodilution sur gélose. Les résultats exprimés en % (v/v) indiquent des valeurs de CMI qui
varient de 0,0625 a 0,015 % (v/v).

L’HE a présenté la valeur la plus basse (0,015 %) de CMI vis-a-vis des deux souches
bactériennes : K. pneumoniae et P. Aeruginosa. Alors que I’'HE du C. nardus a exposé une
valeur de CMI de 0,0625 % (v/v) envers les 5 espéces bactériennes & Gram positif et la souche
P. aeruginosa (1). Enfin, ’'HE a exhibé une valeur de CMI de 0,03 % (v/v) envers les deux
souches bactériennes restantes (S. typhimurium et E. coli) (Tableau 21).

Tableau 21 : Concentration minimale inhibitrice (MIC) de ’HE du C. nardus envers des

souches de bactéries

Espéces bactériennes CMI % (vIv)
Bactéries a Gram-positif

E. faecalis ATCC 0,0625
L. innocua ATCC 0,0625
SARM ATCC 0,0625
S. aureus ATCC 0,0625
S. aureus (1) 0,0625
Bactéries a Gram-négatif

E. coli ATCC 0,0313
K. pneumoniae ATCC 0,015
S. typhimurium ATCC 0,0313
P. aeruginosa ATCC 0,015
P. aeruginosa (1) 0,0625

La présente expérience a permis d’établir la puissante action antibactérienne de la phase
liquide et vapeur de I’'HE du C. nardus contre les bactéries a Gram positif et négatif. Néanmoins,
il existe peu de travaux sur I’effet antibactérien de ’'HE du C. nardus, parmi lesquels celle de
Hammer et al. (1999) qui ont exposé le puissant effet antibactérien de 'HE étudiée a une
concentration de 2 %. L’HE a ¢été testé contre une série de souches bactériennes d’origine
humaine comprenant E. faecalis, E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, S. typhimurium, et
S. aureus.

Bien plus récemment, Pontes ef al. (2019) ont investigué I’action antibactérienne de I’'HE du
C. nardus et de ses composés majoritaires : le géraniol (33,88 %), le citronellal (27,55 %) et le
citronellol (14,40 %) envers un large panel de souches. Les auteurs ont souligné la puissante

action antibactérienne de I’HE étudiée envers la souche S. aureus ATCC 6538 avec un DZI
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atteignant 41 mm. En revanche, I’effet antibactérien de I’'HE est bien plus modéré envers la
souche E. faecalis ATCC 4083 (DZI=13 mm). L’étude a méme souligné I’absence totale
d’inhibition de I’'HE du C. nardus envers les souches P. aeruginosa ATCC 115442 et E. coli
ATCC11303 (DZI=0 mm).

Les résultats du test de diffusion vapeur sont presque comparables a ceux du test de diffusion
sur disque (p = 0,05). Cependant, I’effet antibactérien de la phase vapeur de I’'HE du C. nardus
n’a fait 'objet d’aucune étude a notre connaissance. Toutefois, Andrade et al (2016) ont
investigué I’action antibactérienne de la phase vapeur de 'HE d’une espece voisine qui est le
Cymbopogon martinii et de son compose¢ majoritaire le géraniol. L’HE a été testée envers un large
panel de souches bactériennes a Gram positif et 8 Gram négatif référencée et cliniques notamment
S. aureus, E. coli, Pseudomonas et Klebsiella. Les résultats obtenus grace au MEP (microscope
¢lectronique & transmission) ont mis en exergue I’efficacité antibactérienne de la phase volatile
de I’'HE et du géraniol sur la neutralisation les souches bactériennes testées.

L’effet antibactérien de 'HE du C. nardus est logiquement attribu¢ a la forte teneur en
monoterpenes oxygenés (82,40 %) dont les représentants majeurs sont le citronellal, le géraniol,
le citronellol (Guimaraes et al., 2019 ; Naigre et al., 1996 ; Park et al., 2012). D’autres
constituants mineurs présents dans ’HE pourraient également étre responsables des effets
antibactériens observés. De méme que la possibilité d'interactions synergiques ou antagonistes
entre les constituants d’HEs doivent étre prise en considération dans I’action antibactérienne
(Lopes-Lutz et al., 2008).

Le citronellal et le géraniol exerceraient leur effet antibactérien grace a leur I’interaction avec
les constituants de la surface de la cellule bactérienne telle que les protéines membranaires et
d'autres molécules vitales a la survie des bactéries. Aprés la liaison des deux composés a la surface
cellulaire, ils formeraient une monocouche autour de la cellule ce qui modifie son potentiel €lectrostatique
et hydrophobe. Cela engendrerait une déstabilisation de I’intégrité membranaire, avec libération
de composants cellulaires internes (Lopez-Romero et al., 2015).

111.3. Evaluation de ’activité antifongique des huiles essentielles du Thymus vulgaris et du
Cymbopogon nardus

111.3.1. Evaluation de I’activité antifongique de I’huile essentielle du Thymus vulgaris
111.3.1.1. Test de diffusion sur disque

Le potentiel antifongique de I’HE du T. vulgaris a été evalué par le test de diffusion sur
disque contre neuf souches fongiques, dont cing levures et quatre moisissures (Tableau 22 et

Figure 52). L’HE du T. vulgaris présente un effet antifongique dose dépendant illustré par une
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corrélation entre le DZI et le volume testé (10, 20 et 30 pL). Les neuf souches testées sont

fortement sensibles a I’action de ’'HE. Toutefois, les 2 souches de levures, C. albicans et

S. cerevisiae (DZI=85 mm), ainsi que les 4 souches de moisissures (100 %) ont été totalement
inhibée aux trois volumes d’HE testés (10, 20 et 30 uL).

L’HE du T. vulgaris a exhibé un puissant effet antifongique envers les espéces

C. parapsilosis, C. tropicalis et C. glabrata avec un DZI qui augmente de 40,3 mm jusqu’a 85

mm proportionnellement au volume d’HE testé. Par ailleurs, I’HE du T. vulgaris présente un

effet antifongique significativement supérieur (p < 0,0001) a celui des deux contrdles positifs

utilisés (la solution d’Hexamidine® a 0,1 % pour les levures et la solution de nystatine a 1 %

pour les moisissures) pour les neuf souches fongiques testées.

Tableau 22 : Effet Antifongique de ’HE du T. vulgaris évalué par tests de diffusion sur

Espéces fongiques
Levures

C. albicans

C. parapsilosis
C. tropicalis
C. glabrata

S. cerevisiae
Moisissures
A. fumigatus
A. niger

A. flavus

Fusarium sp.

disque et vapeur
DZI (mm)?

Test de diffusion sur disque Test de diffusion vapeur Controle positif

Volume d’HETV (UL per Disque)

10 20 30 10 20 30 10 20 30
8510 85+0 85+0 85+0 85+0 85+0 16+2,6 17,7+0,6 18+0,5
40,3+t1,5 63,3+2,9 85+0 46,7£58 = 53,7+2,9 74%9,6 27+0 33,3+0,6 37+1
62,7+0,6 85+0 85+0 52,7¢3,2 64,745 71,3%3,23 33+1 34+0 37,4+1,2
64+6 85+0 85+0 53,34 60+5 70+5 34,7+2 38,3+1,2  45,7+0,6
85+0 85+0 85+0 85+0 85+0 85+0 33,3+0,6 353+1  40,7+0,5
100+0 100+0 100+0 100+0 100+0 100+0 20+1,7 22,4+0,6  25,9+4,5
100+0 100+0 100+0 100+0 100+0 100+0 47,1+0,6 = 50,6+2,7 = 52,9+6,4
100+0 100+0 100+0 100+0 100+0 100+0 36,5+0 40+0 41,2+4,7
100+0 100+0 100+0 100+0 100+0 100+0 14,5+0,6 =~ 21,506 = 25,1+2,5

HETV : huile essentielle du Thymus vulgaris. Les valeurs sont exprimées en moyenne + Ecart type (n= 3).2Le DZI
(diamétre de la zone d’inhibition) en mm comprend le diamétre du disque (9 mm). L’inhibition des moisissures
par I’HE est exprimée en pourcentage. ° Les solutions antiseptiques Hexamidine (0,1 %) et nystatine (1 %) sont
utilisées comme controles positifs pour les especes de levures et de moisissures respectivement.
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A i
N

Saccharomyces cerevisiae Aspergillus niger
Figure 52 : Activité inhibitrice in vitro de I'HE du T. vulgaris envers les espéces fongiques
par test de diffusion sur disque en utilisant trois volumes différents d'"HE (10, 20 et 30
pL/disque). Les fléches rouges représentent le diamétre de la zone inhibitrice (D1Z).

111.3.1.2. Test de diffusion vapeur

L’¢évaluation de I’effet antifongique de la phase vapeur de ’'HE du 7. vulgaris a été effectuée
avec le test de diffusion vapeur envers cinq souches de levures et quatre de moisissures. Les
résultats sont présentés dans le Tableau 22.

L’HE du T vulgaris présente un effet antifongique dose dépendant illustré par une corrélation
entre le DZI et le volume testés (10, 20 et 30 pL). L’HE a exhibé un effet antifongique trés
prononcé contre toutes les espeéces de levures. Toutefois, 'HE du 7. vulgaris a complétement
inhibé (DZI = 85 mm) les deux especes S. cerevisiae et C. albicans aux trois volumes d'HE testés
(10, 20 et 30 uL). L’HE a également exhibé un puissant effet antifongique envers les souches C.
parapsilosis, C. tropicalis et C. glabrata avec un DZI qui varie de 46 mm a 74 mm
proportionnellement avec le volume d’HE testé (10, 20 et 30 uL). En outre, L’HE du T vulgaris
a completement inhibé (100 %) les quatre souches de moisissures, quel que soit le volume d’HE
teste.
111.3.1.3. Détermination des CMI

L’¢évaluation des CMI de I’HE du T. vulgaris contre les neuf les souches fongiques s’est faite
suivant la méthode de macrodilution sur gélose (Tableau 23). L’HE a présenté une valeur de
CMI de 0,015 % (v/v) contre les cing souches de levures testées. En outre, I’HE du T. vulgaris
a exhibé une valeur de CMI qui varie de 0,0625 a 0,015 % (v/v) pour les 4 souches de
moisissures. Sachant que la valeur la plus basse est obtenue envers la souche A. Fumigatus,

tandis que la valeur la plus élevée est rapportée envers Fusarium sp.

100



B RESULTATS ET DISCUSSION

Tableau 23 : Concentration minimale inhibitrice (MIC) de ’HE du T. vulgaris envers
des souches de levures et de moisissures

Espéces fongiques CMI % (v/v)

Levures

C. albicans 0,015
C.parapsilosis 0,015
C. tropicalis 0,015
C. glabrata 0,015
S. cerevisiae 0,015
Moisissures

A. fumigatus 0,015
A. niger 0,0313
A. flavus 0,0313
Fusarium sp. 0,0625

Les phases liquide et vapeur de I’HE du T. vulgaris présentent un puissant effet antifongique
autant envers les levures que les moisissures. Nos résultats sont en accord avec les travaux de
Pina vaz et al. (2004) qui portent sur une HE du T. vulgaris riche en carvacrol (70,3 %). L’HE
a exhibé une forte action antifongique envers les especes fongiques C. tropicalis, C. albicans
et C. glabrata. Gucwa et al. (2018) ont aussi souligné la puissante activité antifongique de ’'HE
du T. vulgaris contre 259 espéces cliniques de C. albicans et C. glabrata.

A T’opposé, Galovicova et al. (2021) ont expose un effet fongique tres modeste d’une I’HE
du T. vulgaris dominée par le thymol envers les espéces de levures C. albicans, C. tropicalis et
C. glabrata. La différence avec nos résultats est logiquement attribuée a la différence de
composition chimique entre les HEs, mais aussi a la nature et a I’origine des souches fongiques
testées.

Dans I’ensemble, le test de diffusion sur disque a exhibé des résultats qui surpassent ceux du
test de diffusion vapeur (p = 0,01). Méme si ’'HE du T. vulgaris a démontré le méme degré
d’inhibition contre les souches C. albicans, S. cerevisiae et les quatre moisissures testées pour
les deux tests (p > 0,05). Il n’empéche que nos résultats contredisent considérablement les
études antérieures montrant que la phase vapeur présente des propriétés antifongiques
supérieures a celles de la phase liquide (Inouye et al., 2001 ; Tullio et al., 2007 ; Fisher et al.,
2008).

En effet, la phase vapeur permet une adhésion sans restriction des HES aux micro-

organismes (Boukhatem et al., 2014). Parmi ces derniers, les souches de moisissures sont les
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plus sensibles aux composés volatils de la phase vapeur des HEs en raison de leur croissance
superficielle (Edris et al., 2003).

Les propriétés fongicides de I’HE du T. vulgaris sont forcément liées & sa composition
chimique et surtout a sa forte teneur en monoterpénes oxygénés. Ces derniers comprennent les
composés phénoliques (le carvacrol et le thymol) qui sont réputés pour leur puissante action
antifongique (Inouye et al., 2001). En effet, le carvacrol exerce cet effet antifongique grace a
son caractere hydrophobe qui lui est conféré par son squelette hydrocarboné. Ce dernier lui
permet de se fixer a la région lipophile de la membrane cellulaire et de la solubiliser. Par
ailleurs, le carvacrol peut intégrer la bicouche phospholipidique, ce qui modifie la perméabilité
de la membrane plasmique et perturbe ’homéostasie cellulaire. (Yun et Lee, 2017 ; Yan et al.,
2020).

Le carvacrol possede un groupement hydrophile (la fonction hydroxyle) qui peut étre aussi
responsable de son action antifongique. Pour preuve, le p-cymene, qui possede un squelette
hydrocarbone identique a celui du carvacrol avec absence du groupement hydroxyle, ne posséde
pas d’activité antifongique notable (Mota et al., 2012) Le groupement hydroxyle serait a
I’origine de la production de radicaux libres durant le processus de phosphorylation oxydative,
ce qui provoquerait la mort cellulaire (Kawhena et al., 2021).

Le carvacrol peut aussi inhiber la croissance fongique en interagissant avec 1’ergostérol, un
sterol membranaire essentiel a la survie de la cellule fongique. Cette interaction conduit a
I’inhibition de la biosynthése de 1’ergostérol et a I’accumulation cellulaire de son précurseur
le lanostérol (Lima et al., 2013 ; Ahmed et al., 2011 ; Khodavand et al., 2018).

111.3.2. Evaluation de ’activité antifongique de I’huile essentielle du Cymbopogon nardus
111.3.2.1. Test de diffusion sur disque

L’évaluation de I’action antifongique de I’'HE du C. nardus a été réalisé en employant le test
de diffusion sur disque envers cing souches de levures et quatre de moisissures. Les résultats sont
regroupés dans le Tableau 24 et la Figure 53.

L’HE a présenté un effet inhibiteur modéré envers les especes C. parapsilosis, C. tropicalis,
et C. glabrata avec un DZI qui varie de 13,7 a4 46,3 mm proportionnellement au volume d’HE
testé. En revanche, L’HE a totalement inhibé (DZI=85 mm) les deux souches fongiques
C. albicans et S. cerevisiae a partir du plus petit volume testé (10 uL). Par ailleurs, I’effet
antifongique de 'HE du C. nardus est significativement supérieur (P < 0,0001) a celui des
contrdles positifs (solution d’Hexamidine® a 0,1% et nystatine & 1 %). En ce qui concerne les
moisissures, I’HE a complétement bloqué la croissance mycélienne (100 %) des quatre souches

testées a partir du plus petit volume testé (10 pL).
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Tableau 24 : Effet Antifongique de ’'HE du C. nardus évalué par tests de diffusion sur

disque et vapeur

Test de diffusion sur disques

Espéces fongiques

DZI (mm)?

Test de diffusion vapeur
Volume d’HECN (uL per disque)

Controle positif®

Levures 10 20 30 10 20 30 10 20 30

C. albicans 18,3+0,5 32.7x0 85+0 85+0 85+0 850 16+2,6 17,7+0,6 18%0,5
C. parapsilosis 13,7435 15,742,1 22,3+25 - - 34,715 27+0 33,3+0,6 37+1
C. tropicalis 19,740 39,34 46,3164 - 13,3+0,5 80+5 33+1 34+0 37,4+1,2
C. glabrata 19,3+1,2 19,7+0,6 31,3132 - - - 34,7+2 | 38,3+1,2 45,7+0,6
S. cerevisiae 85+0 85+0 85+0 85+0 85+0 850 33,3106  353+1  40,7+0,6
Moisissures

A fumigatus 10040 10040 10040 - 38+7 100+0 20+1,7 22,4406 25,945
A. niger 10040 10040 10040 10040 10040 100+0  47,1+0,6 @ 50,6+2,7 52,9164
A. flavus 10040 10040 10040 - - - 36,470 40+0 40+4,7
Fusarium sp. 10040 10040 10040 10040 10040 100+0  12,3+0,6 @ 18,3%0,6 21,3+25

HECN : huile essentielle du Cymbopogon nardus. Les valeurs sont exprimées en moyenne + Ecart type (n= 3).%Le
DZI (diamétre de la zone d’inhibition) en mm comprend le diamétre du disque (9 mm). L’inhibition des
moisissures par I’HE est exprimée en pourcentage.  Les solutions antiseptiques d’Hexamidine (0,1 %) et de
nystatine (1 %) sont utilisées comme contrdles positifs pour les espéces de levures et de moisissures respectivement
; ©(-) aucune zone d'inhibition.

Candida glabrata Saccharomyces cerevisiae

Figure 53 : Activité inhibitrice in vitro de I'HE du C. nardus envers les espéces fongiques
par test de diffusion sur disque en utilisant trois volumes différent d"HE (10, 20 et 30
pL/disque). Les fléches rouges représentent le diametre de la zone inhibitrice (D1Z).
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111.3.2.2. Test de diffusion vapeur

L’évaluation du potentiel antifongique de la phase vapeur de I’'HE du C. nardus a été effectuée
avec le test de diffusion vapeur envers cinq souches de levures et quatre de moisissures. Les
résultats sont présentés dans le Tableau 24.

La phase vapeur de I’'HE du C. nardus a exprimé un effet antifongique contrasté envers les
souches levures testées. L’HE n’a induit aucun antifongique envers la C. glabrata (DZI=0)
quel que soit le volume d’HE utilisé. En outre, ’HE a 30 uL a induit une inhibition de la souche
C. parapsilosis avec un DZI de 34,7 mm. Alors que I'HE testée a 30 pL a inhibé presque
complétement (DZI=80 mm) la souche C. tropicalis. Contrairement aux deux volumes inférieurs
d’HE (10 et 20 uL) qui n’ont pas du tout induit une inhibition de la méme souche avec un DZI
qui varie de 0 a 13 mm. En revanche, La fraction volatile de 'HE du C. nardus a totalement
inhibé les deux especes C. albicans et S. cerevisiae aux trois volumes testés (10, 20 et 30 pL).

Concernant les moisissures, I’HE du C. nardus a inhibé complétement les deux moisissures A.
niger et Fusarium sp aux trois volumes d’HE testés. Alors qu’elle a induit une inhibition qui varie
de 0 a 100 % envers I’espece 4. fumigatus proportionnellement au volume d’HE testé.
111.3.2.3. Détermination des CMI

L’évaluation des CMI de I’'HE du C. nardus a eté effectuée suivant la méthode de
macrodilution sur gélose. Les résultats sont regroupés dans le Tableau 25.

L’HE étudie a présenté une valeur de CMI de 0,0625 % (v/v) envers les souches de levures
testées a ’exception de la souche C. glabrata ou la CMI est de 0,03 % (v/v). Pour ce qui est
des moisissures, I’HE du C. nardus a exhibé une valeur de CMI qui est supérieure a 0,5 % (v/v)

envers les quatre especes testées.
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Tableau 25 : Concentration minimale inhibitrice (MIC) de PHE du C. nardus envers des
souches de levures et de moisissures

Espéces fongiques CMI % (viv)
Levures

C. albicans 0,0625
C. parapsilosis 0,0625
C. tropicalis 0,0625
C. glabrata 0,0313
S. cerevisiae 0,0625
Moisissures

A. fumigatus >0,5
A. niger >0,5
A. flavus >0,5
Fusarium sp. >0,5

La présente étude a d’établi la puissante activité antifongique de la phase liquide et vapeur
de ’HE du C. nardus envers une variété de levure et de moisissures. Nos résultats concordent
avec ceux de Toledo et al. (2016) qui ont exposé un puissant effet antifongique de I’HE
vis-a-vis de plusieurs souches de Candida de toute origine. Trindade et al. (2015) ont aussi
exhibé la forte activité antifongique de I'HE du C. nardus et de son composé majoritaire le
citronellal envers douze souches cliniques de C. albicans et de C. tropicalis.

Les phase liquide et vapeur de I’HE du C. nardus ont présenté une activité antifongique qui
est presque identique (p = 0,05). Bien que, trés peu de travaux documentent I’effet antifongique
de la phase vapeur de ’'HE du C. nardus. Aguiar et al. (2014) ont étudié les propriétés
antifongiques de la phase vapeur de ’HE du C. nardus et de son composé prédominant le
citronellal envers trois souches de moisissures, dont une espéce d'Aspergillus. Les auteurs ont
souligné que la phase vapeur de I’HE étudiée a inhibé completement la croissance des especes
fongiques.

Le puissant effet fongicide de I’HE du C. nardus est logiquement attribué a la présence des
monoterpenes oxygénés. Ces derniers sont fortement représentés dans la composition de ’HE
du C. nardus par le citronellal, le géraniol et le citronellol. En effet, I’activité antifongique de
I’HE étudiée n’est pas attribuable au citronellal seul ou & un autre composé uniquement, mais
probablement a une forme d'interaction synergique entre les différents composants (De Toledo
et al., 2016).
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L’HE du C. nardus exerce son effet antifongique en agissant comme inhibiteur de la chaine
respiratoire et en provoquant la perte de composants cytoplasmiques, qui affectent la formation
et la croissance des cellules fongiques (Murbach Teles Andrade et al., 2014).

Le mode d’action antifongique de I’HE étudiée peut aussi s’exercer en agissant sur
l'ergostérol ; le stérol le plus abondant et principal des membranes fongiques. D’ailleurs, Ouyang
et al. (2021) ont rapporté que le citronellal exerce un effet fongicide envers I’espéce penicillium
digitatum en ciblant I’ergostérol. Les auteurs ont également exposé que dans les cellules traitées
au citronellal, I'intégrité de la membrane et la teneur en ergostérol ont diminué de maniére
significative.

Partie IV. Evaluation de I’effet conservateur des huiles essentielles du Thymus vulgaris et
du Cymbopogon nardus contre une souche fongique d’origine alimentaire (Saccharomyces
cerevisiae) dans un systeme alimentaire (boisson Orangina®)

IV.1. Caractérisation de la souche testée

L’identification de la souche alimentaire utilisée pour la présente expérience a été isolée a
partir de selles humaines. Son identification s’est faite en s’appuyant sur les observations en
laboratoire avec celle de 1’identification moléculaire.

L’observation macroscopique, microscopique et biochimique réalisée au niveau du laboratoire
de Mycologie de I’institut Pasteur a conclu que la souche appartient a ’espéce Saccharomyces
cerevisiae. L’identification moléculaire réalisée avec PCR et séquencage de Sanger grace a
’utilisation des amorces ITS1, ITS4 et EF1 a permis d’obtenir une séquence de 476 Pb. La
séquence obtenue a été comparée aux séquences de la base de données GenBank (BLASTnN
https://blast.ncbi.nIm.nih.gov). L’alignement des séquences a permis de déduire que la souche
identifiée est la Saccharomyces cerevisiae isolat NN/BKS/R3 avec un score d’identification
supérieur a 97,71 % et un Query cover supérieur a 90 % (Figure 54). Les résultats du séquencage

de Sanger de la souche identifiée sont présentés dans I’annexe VII.
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Max = Total Query E Per.

Score Score Cover value Ident
v

. T4 T4 91% 00 97.71% 497  MNB809217.1

Description Scientific Name Acc.Len  accession

.. 638 638 72% 00 10000% 345 KC182625.1

.. 603 603 90% 1e-170 91.59% 625  KY105066.1

ae sfrain JYC558 intemal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal ... Saccharomyces... 320 320 40% 1e-85 96.86% 730 MN244399.1

ae strain JYC2599 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal...Saccharomyces... 320 320 40% 1e-85 96.86% 776 MKO044078.1

ae strain 9066 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.88 ribosomal RN. .. Saccharomyces... 303 303 40% 1e-80 95.29% 575  ON365720.1

train RT50 intemal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal R... Saccharomyces... 296 296 40% 2e-78 94.39% 386  MN749673.1

ae isolate E1 infernal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.88 ribosomal RNA... Saccharomyces... 289 289 42%  4e-76 92.54% 482 KM603603.1

train BO5 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.88S ribosomal RNA...Saccharomyces... 289 289 42%  4e-76 92.54% 550 MK629653.1

¥ Saccharomyces cerevisiae sirain UCDFST:40-231 internal franscribed spacer 1, partial sequence, 5.8S rib...Saccharomyces... 279 279 42% 2673 91.04% 579  MH595355.1

Figure 54 : Liste des dix premiers résultats d’identification de la souche de Saccharomyces
cerevisiae sur le site NCBI blastn

IV.2. Evaluation de I’effet conservateur de I’huiles essentielle du Thymus vulgaris envers
une souche fongique (Saccharomyces cerevisiae) dans un systéme alimentaire (Orangina®)
1V.2.1. Effet de I’huile essentielle du Thymus vulgaris

L’évaluation de I’utilisation de I’'HE du T. vulgaris comme conservateur antifongique
alimentaire s’est faite en la testant envers la souche S. cerevisiae dans un systeme alimentaire.
Ce dernier est une boisson gazeuse commerciale a base d’agrumes (Orangina®). L’HE du T.
vulgaris a éete testée a quatre concentrations differentes (0,6 ;1,25 ; 4 et 6 puL/mL) et en fonction
des jours de stockage de la boisson (0, 2 ®™, 5™ et 8°™ jour) afin d’établir une cinétique. La
boisson Orangina® contenant deux conservateurs chimiques (benzoate de sodium et sorbate de
potassium) a servi de contrdle positif. Alors que la boisson Orangina® inoculée avec la souche
fongique S. cerevisiae seulement a servi de contr6le négatif (Figure 55).

L’HE aux deux concentrations 0,6 et 1,25 uL/mL n'a pas montré d'inhibition considérable
de la croissance fongique au cours des huit jours de stockage. Alors que L’HE du T. vulgaris a
4 uL/mL a inhibé fortement la croissance de la souche S. cerevisiae, mais pas completement (3
Log UFC/mL a 0,8 Log UFC/mL). En revanche, L’HE a une concentration de 6 puL/mL a
montré une réduction de la charge fongique des le 1* jour de stockage (2 Log UFC/mL)
comparativement aux autres concentrations de I’HE et aux contréles positif et négatif. L’HE a
méme totalement inhibé la croissance de la souche fongique testée au 2°™ jour de stockage et
pendant les 8 jours d’expérience. L’expérience a aussi exposé que les 4 concentrations d”’HE
testées ont montré un effet antifongique, significativement supérieur (p < 0,0001) a celui des

contréles positif et négatif.
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HETV 0,6 uL/mL
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Figure 55 : Effet des differentes concentrations de ’HE du T. vulgaris (0,6 ; 1,25 ; 4 pL./mL
et 6mL/mL) sur la viabilité cellulaire de la souche S. cerevisiae dans une boisson

commerciale a base d’agrumes (Orangina®) pendant 8 jours de conservation .Contréle
positif; Boisson contenant deux conservateurs chimiques (benzoate de sodium et sorbate de potassium); Contréle
négatif: boisson Orangina® inoculée avec la souche S. cerevisiae seulement ; HETV: Huile essentielle du Thymus
vulgaris; UFC: Unité formant colonie.

IV.2.2. Effet conservateur de I’huile essentielle du Thymus vulgaris associée a un chauffage
modéré

L'effet conservateur de I’HE du T. vulgaris a été testé contre la souche S. cerevisiae dans un
systéme alimentaire qui est la boisson commerciale (Orangina®) en variant les concentrations
(0,6 ;1,25 ; 4 et 6 uL/mL), en fonction des jours de stockage (0, 2™, 5™ et 8™ jour) et associé
a un traitement thermique modére (70 °C/2 min) (Figures 56 et 57). Les Photos des résultats
sont présentées dans 1’annexe 1X.

L’HE du T. vulgaris aux deux concentrations 0,6 et 1,25 puL/ mL a exhibé un effet
antifongique trés réduit et qui ne differe pas significativement de celui des contréles positif et
négatif (p > 0,99). Par contre, I’'HE a 6 pL/mL a montré une réduction de la charge fongique
des le 1* jour de stockage (2 Log UFC/mL). Les deux concentrations supérieures d’HE a 6 et
4 uL/mL ont présenté une inhibition totale de la croissance du S. cerevisiae dés le 2°™ et du
5™ jour de stockage, respectivement. De plus, ces deux concentrations d’HE ont montré un
effet antifongique significativement supérieur a celui des contréles positif et négatif
(p <0,0001) vis-a-vis de la souche S. cerevisiae. En outre, I’association de I’HE du T. vulgaris
avec un chauffage thermique modéré (70 °C/ 2 min) n’a pas induit une réduction significative

de la viabilité du S. cerevisiae comparativement a son absence.
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Figure 56 : Effet des différentes concentrations d’HE du T. vulgaris (0,6 ; 1,25 ; 4 pL./mL
et 6mL/mL) associé a un chauffage modéré (70°C/ 2min) sur la viabilité cellulaire de la
souche S. cerevisiae dans une boisson commerciale a base d’agrumes (Orangina®)

pendant 8 jours de conservation ; Controle positif : Boisson contenant conservateurs chimiques (benzoate
de sodium et sorbate de potassium) ; Contr6le négatif : boisson Orangina® inoculée avec la souche S. cerevisiae
seulement HETV : huile essentielle du Thymus vulgaris ; UFC : Unité formant colonie.
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Figure 57 : Effet des différentes concentrations d’HE du T. vulgaris seule et associée a un
chauffage thermique modére (70 °C/min) sur la viabilité de la souche S. cerevisiae en

comparaison avec le contréle positif et négatif. C. positif : Controle positif ; C. négatif ; Controle
positif : Boisson Orangina® contenant deux conservateurs chimiques (benzoate de sodium et sorbate de
potassium). Contr6le négatif: Boisson Orangina® inoculée avec la souche S. cerevisiae seulement. C:
concentration ; C1: 0,6uL/ mL, C2 :1,25 uL/mL, C3: 4 uL/ mL, C4: 6uL/ mL; C1+C: Concentration 1+
chauffage modéré ; UFC : Unité formant colonie. Le test de Kruskal Wallis a été utilisé pour I’analyse statistique
sous le logiciel GraphPad Prism 8.00 suivi par le test post-hoc de Dunett’s. Les niveaux de significativité sont
exprimes par : *=p<0,05; **=p<0,001; ***=p<0,0001 ; **** p < 0,00001.

L’HE du T. vulgaris, méme utilisée a de petites concentrations, a démontré un effet
conservateur antifongique significativement supérieur a celui des conservateurs chimiques
(benzoate de sodium et sorbate de potassium) envers la souche S. cerevisiae dans une boisson
commerciale (Orangina®).

L’efficacité de I’'HE du T. vulgaris comme agent de conservation a été documentée pour un
certain nombre d’aliments comprenant les fromages, les fruits ou encore les poissons. (Smith
Palmer et al. 2011 ; Shabnum et Wagay, 2011 ; Angz et OZzuzhan, 2013).

Plus récemment Sharma et al. (2017) ont investigué I’effet conservateur de I’HE du T.
vulgaris sur la qualité des saucisses de poulet pendant 20 jours de stockage a 4 °C. Les auteurs
ont indiqué qu’une concentration d’HE de 0,125 % a réussi & maintenir la charge microbienne
des levures et des moisissures a un niveau considérablement bas par rapport a celui du groupe
témoin (Sharma et al., 2017).
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L’effet conservateur de I’HE du T. vulgaris dépend certainement de sa composition chimique
et par conséquent de son composé majoritaire le carvacrol. Ce dernier est utilisé depuis des
dizaines d’années en industrie alimentaire comme agent chimique de saveur et d’aromatisation
approuvé par la Food and Drug administration (FDA). Cette approbation s’est faite aussi par le
Conseil de I'Europe et le carvacrol a été répertorié dans la catégorie B des agents chimiques
pouvant étre ajouté aux denrées alimentaires a raison de 2 ppm dans les boissons (De Vincenzi
et al., 2004).

Quiroga et al. (2014) ont pour leur part évalué la stabilité des paramétres sensoriels et
chimiques des graines de tournesol torréfiees supplémentées en carvacrol. Les resultats ont
indiqué que les échantillons de graines de tournesol traités au carvacrol ont fourni une
protection a I’aliment, inhibant la formation de produits d’oxydation (peroxyde et hexanal) et
d’arémes indésirables comme des odeurs de carton ou d’oxydation. Ramos et al. (2013) ont
méme souligné ’efficacité du carvacrol comme agent antifongique lorsqu’il est ajouté a 8 %
dans un systéeme d'emballage dans I’augmentation de la durée de conservation des fraises
fraiches et du pain.

L’association de I’HE du T. vulgaris a un traitement thermique modéreé (70° C pendant 2
min) n’a pas induit un effet antifongique supérieur comparativement a son absence (p > 0,05).
Cela pourrait tenir aux caractéristiques physico-chimiques du carvacrol, composé majoritaire
de 'HE. Cette molécule présente une température d’évaporation tres elevée qui atteint les
238 °C, ce qui pourrait la rendre moins sensible a I’action des tempeératures inférieures.

Méme si, I’effet bénéfique de I’association des HES a un traitement thermique modéré est
validé par d’innombrables travaux antérieurs. En effet, Belletti et al. (2010) ont testé le potentiel
de conservation antifongique de trois monoterpénes (B-pinéne, géranial et linalool) dans du jus
d’orange inoculé avec une souche sauvage de S. cerevisiae et associé a un traitement thermique
modéré (55 °C/15 min). Les auteurs ont rapporté un effet synergique entre le traitement
thermique et les molécules bioactives sur I’amélioration de la conservation de la boisson. Cet
effet synergique tiendrait au fait que le traitement thermique permettrait aux composés volatiles
hydrophobes d'atteindre plus facilement la membrane cytoplasmique de la levure, ou les
biomolécules exercent leurs effets fongicide (Prashar et al., 2003).

Ait Ouazzou et al. (2011) ont aussi démontré l'action synergique entre 3 monoterpenes
hydrocarbonés (1’a-pinéne, le B-pinéne et le p-cymeéne) et 8 monoterpénes 0xygénés (le thymol, le
carvacrol, le bornéol, le linalool, le terpinéol-4-ol, le 1,8-cinéol, I’a-terpinyl acétate, et le
camphre), combinés a un chauffage modéré (54 °C/10 min) envers deux souches pathogénes

d'origine alimentaire : E. coli et Listeria monocytogenes dans des jus d’orange et de pommes.
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IV.3. Evaluation de I’effet conservateur de I’huiles essentielle du Cymbopogon nardus
envers une souche fongique (Saccharomyces cerevisiae) dans un systéme alimentaire
(Orangina®)

I1V.3.1. Effet de I’huile essentielle du Cymbopogon nardus

L’évaluation de la potentielle utilisation de ’'HE du C. nardus comme conservateur
alimentaire envers la souche de levure S. cerevisiae dans un systeme alimentaire qui est une
boisson gazeuse commerciale a base d’agrumes (Orangina®). La réduction de la viabilité de la
souche étudiée s’est faite en testant I'HE a quatre concentrations différentes (0,6 ; 1,25; 4 et 6
pL/mL) en fonction des jours de stockage (0, 2°™, 5°M¢ et 8°™ jour). La boisson Orangina®
contenant deux conservateurs chimiques (benzoate de sodium et sorbate de potassium) a servi
de contréle positif. Alors que la boisson Orangina® inoculée avec la souche fongique S.
cerevisiae seulement a servi de contrOle négatif. Les résultats sont regroupés sur la Figure 58.
Les Photos des résultats sont présentées dans 1’annexe 1X.

Les résultats de 1’expérience ont révélé que les quatre concentrations testées d’HE du
C.nardus (0,6 ; 1,25 ; 4 et 6 uL/mL) ont montré le méme puissant effet antifongique. Ce dernier
se caractérise par une inhibition compléte de la croissance de la souche S. cerevisiae des le
deuxiéme jour de stockage et durant les huit jours (p > 0,05), De plus, les 4 concentrations d’HE
testées ont présenté un effet antifongique significativement supérieur (p < 0,0001) a celui des

contréles positif et négatif durant les huit jours de stockage.
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Figure 58 : Effet des différentes concentrations de ’'HE du C. nardus (0,6 ; 1,25 ; 4 pL./mL
et 6mL/mL) sur la viabilité cellulaire de la souche S. cerevisiae dans une boisson
commerciale a base d’agrumes (Orangina®) pendant 8 jours de conservation. Contrdle
positif : Boisson contenant deux conservateurs chimiques (benzoate de sodium et sorbate de sodium) ; Contréle
négatif : Boisson Orangina® inoculée avec la souche S. cerevisiae seulement HECN : Huile essentielle du
Cymbopogon nardus ; UFC : Unité formant colonie.

IV.3.2. Effet conservateur de I’huile essentielle du Cymbopogon nardus associée a un
chauffage moderé

L’effet conservateur de I’HE du C. nardus a été évalué dans un systeme alimentaire qui est
la boisson commerciale (Orangina) envers I’espéce S. cerevisiae. L’HE a été testée a quatre
concentrations différentes (0,6 ; 1,25 ; 4 et 6 uL/mL) en fonction des jours de stockage (0,2°™,
5eme et 8°™ jour) et en appliquant un chauffage modéré (70 C°/2 min). Les résultats sont
regroupés dans les Figures 59 et 60. Les photos des résultats sont regroupées dans 1’ Annexe 1X.

Les résultats ont exposé que les quatre concentrations d’HE ont totalement inhibé la
croissance de la souche S.cerevisiae dés le 2°™ jour de stockage et durant les huit jours
d’expérience. En outre, L’association de I’HE avec un traitement thermique modéré a
Iégerement amélioré la réduction de la viabilité du S. cerevisiae pour les deux concentrations
de 1,25 et 4 pL/mL en début d’expérience (jour 0) (Figures 59 et 60).
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Figure 59 : Effet des différentes concentrations de I’HE du C. nardus (0,6 ; 1,25 ; 4 pL./mL
et 6mL/mL) associée a un traitement thermique modéré (70°C/ 2min) sur la viabilité
cellulaire de la souche S. cerevisiae dans une boisson commerciale a base d’agrumes

(Orangina®) pendant 8 jours de conservation. Contréle positif : Boisson contenant des conservateurs
chimiques (benzoate de sodium et sorbate de sodium) ; Contrdle négatif : Boisson Orangina® inoculée avec la
souche S. cerevisiae seulement HECN : huile essentielle du Cymbopogon nardus; UFC: Unité formant colonie.
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Figure 60 : Effet des différentes concentrations d’HE du C. nardus seule et associée a un
chauffage thermique modéré (70°C/min) sur la viabilité de la souche S. cerevisiae en
comparaison avec le contréle positif et négatif. C. positif : Contréle positif ; C. négatif ; Contréle
positif : Boisson Orangina® contenant deux conservateurs chimiques (benzoate de sodium et sorbate de
potassium). Contr6le négatif : Boisson Orangina® inoculée avec la souche S. cerevisiae seulement. C :
concentration ; C1 : 0,6pL/ mL, C2 :1,25 pL/mL, C3 : 4 pL/ mL, C4 : 6uL/ mL ; C1+C : Concentration 1+
chauffage modéré ; UFC : Unité formant colonie. Le test de Kruskal Wallis a été utilisé pour I'analyse statistique
sous le logiciel GraphPad Prism 8.00 suivi par le test post-hoc de Dunett’s. Les niveaux de significativité sont
exprimeés par : *=p<0,05; **=p<0,001; ***=p<0,0001 ; **** p < 0,00001.

L’HE du C. nardus incorporée a trés petite concentration dans une boisson commerciale
(Orangina®) a présenté un effet antifongique significativement supérieur a celui des conservateurs
chimiques envers la souche S. cerevisiae.

Peu de travaux portent sur I'utilisation de I’HE du C. nardus dans le domaine alimentaire et
encore moins dans le processus de conservation. Parmi lesquels Sulali et al. (2003) qui ont
investigué I’effet conservateur de ’'HE a 0,4 % (v/v) contre les maladies qui apparaissent en
post-récolte sur les bananes Embul. Les auteurs ont indiqué que le traitement des fruits avec
I’HE du C. nardus a stoppé la propagation de la pourriture du collet et l'apparition de
I'anthracnose et a permis aux bananes d'étre conservés jusqu'a trois semaines.

Par contre, il existe plus d’études sur I’emploi d’HEs comme agents de conservation qui
appartenant a des especes voisines a la notre tel que celle du Cymbopogon citratus. A titre
d’illustration, Vazirian et al. (2012) ont explor¢ le pouvoir conservateur de I’HE du C. citratus,

incorporée a une concentration supérieure a 0,5 pL/mL dans les gateaux et les patisseries. L’HE
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a diminué ou bloqué entierement la croissance des cellules microbiennes d’E. coli, de la C.
albicans, du Bacillus cereus, et de la S. typhimurium. D’un tout autre c6té, Da Cruz Almeida et
al. (2019) ont expose avec une méthodologie trés semblable a la nétre I’effet conservateur de
I’HE de la Mentha piperita dans un jus de fruit exotique. L’HE ajoutée a la boisson a une
concentration de 3,75 uL/mL a totalement neutralisé les cellules fongiques de la souche S.
cerevisiae apres trois jours de conservation.

L’utilisation de I’HE du C. nardus, en association a un traitement thermique modéré, n’a pas
induit un effet conservateur supérieur comparativement a son absence. Ce qui contredit les
travaux de Tyagi et al. (2014) qui ont testé I’HE du C. citratus dont le géranial (40,54 %) est
le composé majoritaire, en association a un traitement thermique (80 °C) modéré envers la souche
S. cerevisiae sur la conservation du jus de pomme. L’étude a établi I’efficacité de la combinaison
de ’HE du C. citratus a un traitement thermique sur la réduction des quantités d’HEs nécessaires
pour la conservation des boissons.

L'effet antifongique de I’HE du C. nardus envers la souche de S. cerevisiae testée dépend
forcement de sa composition chimique et plus spécifiguement de ses trois composés
majoritaires (citronellal et géraniol et citronellal). A titre d’illustration, Raybaudi-Massilia et
al. (2006) ont souligné que I’utilisation du géraniol a 2 uL/mL a permis I’inactivation des
especes Salmonella Enteritidis, E. coli, et L. innocua dans le jus de pomme. Les auteurs ont
aussi indiqué qu’une concentration en géraniol de 6 mL/L a réussi a inactiver les mémes
souches dans le jus de melon et de poires.

Partie V. Evaluation in silico des propriétés physico-chimiques pharmacocinétiques des
composeés des deux huiles essentielles étudiées et investigation par docking moléculaire des
mecanismes impliqués dans leur action antifongique

V.1. Evaluation in silico des propriétés physico-chimiques et pharmacocinétiques des
composés de I’huile essentielle du Thymus vulgaris

La prédiction des propriétés ADME de 25 composes de I’HE du T. vulgaris s’est faite a
I’aide du simulateur ADME « SWISSADME web server ». Les résultats sont résumés dans les
Tableaux 26 et 27.

Les résultats de la prédiction des propriétés physicochimiques indiquent que tous les
composés testés de I’HE du T. vulgaris respectent la regle de Lipinski (c’est-a-dire que leur
poids moléculaire est inférieur a 500 daltons, log P <5 le nombre de donneurs de liaisons
hydrogéne inférieur a 5, le nombre d’accepteurs de liaisons hydrogeéne inférieur a 10). En outre,

tous les composés testés respectent la régle de Veber (TPSA <140A) et présentent tous une
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forte solubilité a I’exception du B-bisabolene. Les molécules qui respectent les régles de
Lipinski et VVeber devraient étre bien absorbés par voie orale.

L’évaluation des propriétés pharmacocinétiques des composés testés indique que le
carvacrol présente une forte absorption intestinale, alors qu’elle varie pour les autres composés.
En outre, toutes les molécules peuvent traverser la barriére hémato-encéphalique et présentent
une bonne perméabilité cutanée (Log Kp qui varie de -3.89 a -5.74 cm/s). En revanche, aucun
des composés ne constitue un substrat pour le PGP (transporteur membranaire impliqué dans la
détoxification du corps) et le carvacrol n’induit pas I’inhibition des isoenzymes de la famille
cytochromes P450 a I’exception du CYP1A2.

Le graphe BOILED-Egg fournit des prédictions de données directement liées a la
distribution des molécules simulant leur comportement dans le corps humain en évaluant leur
diffusion passive a travers la barriére hemato-encéphalique (BBB) indiquée par la région jaune
et de I’absorption intestinale passive (HIA) indiquée par la région blanche en fonction de la
lipophilie et de la polarité apparente (Figure 61).

Le graphe indique que tous les composés ont la capacité de traverser la barriére
hématoencéphalique. La majorité des composés possedent une forte absorption intestinale a
I’exception du myrcene, I’o-terpinéne, ’a-pinene, le sabinene, I’a-thuyene, le limonene, I’a-
phellandrene et le camphene. En revanche, le B-bisabolene, I’a-humuléne, le B- caryophyllene
n’ont pas la capacité de traverser la barriere hémato-encéphalique et présentent une faible

absorption intestinale.
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Tableau 26 : Résultats de la prédiction in silico des propriétés physico-chimiques par
SwissADME des composés de I’HE du T. vulgaris

Molécule MM Liaison Liaison H Liaison H TPSA(A?) Log P Lipinski Veber Classe ESOL
Rotatives accepteurs donneurs Consensus (violations) (violations)
Carvacrol 150,22 1 1 1 20,23 2,82 0 0 Soluble
p-Cyméne 134,22 1 0 0 0 35 1 0 Soluble
y-Terpinéne 136,23 1 0 0 0 3,35 0 0 Soluble
B-Caryphyllene 204,35 0 0 0 0 4,24 1 0 Soluble
Linalool 154,25 4 1 1 20,23 2,66 0 0 Soluble
Myrcéne 136,23 4 0 0 0 3,43 0 0 Soluble
a-Terpinéne 136,23 1 0 0 0 33 0 0 Soluble
Bornéol 154,25 0 1 1 20,23 2,38 0 0 Soluble
Terpinéne -4-ol 154,25 1 1 1 20,23 2,6 0 0 Soluble
a-Pinéne 136,23 0 0 0 0 344 1 0 Soluble
Sabinéne 136,23 1 0 0 0 3,25 1 0 Soluble
a-Thuyene 136,23 1 0 0 0 3,15 1 0 Soluble
Trans-Sabinene hydrate 154,25 1 1 1 20,23 2,33 0 0 Soluble
1,8 Cinéol 154,25 0 1 0 9,23 2,67 0 0 Soluble
Carvacryl acétate 192,25 3] 2 0 26,3 3,02 0 0 Soluble
Thymyl acétate 192,25 3 2 0 26,3 31 0 0 Soluble
Oxyde de
caryophylléne 220,35 0 1 0 12,53 3,68 0 0 Soluble
Limoneéne 136,23 1 0 0 0 3,37 0 0 Soluble
B-Bisabolene 204,35 4 0 0 0 4,83 1 0 Modérément
soluble
a-Phellandréne 136,23 1 0 0 0 2,97 0 0 Soluble
Camphene 136,23 0 0 0 0] 3,43 1 0 Soluble
Thymol 150,22 1 1 1 20,23 2,8 0 0 Soluble
Octan-3-ol 130,23 5 1 1 20,23 2,37 0 0 Soluble
a-Humulene 204,35 0 0 0 0 4,26 1 0 Soluble
a-Terpinéol 154,25 1 1 1 20,23 2,58 0 0 Soluble

MM : Masse moléculaire, Liaison H : Liaison hydrogéne, TPSA : Topological polar surface area,
Log P consensus : Le logarithme décimal du coefficient de partage eau /1-octanol (partition coefficient in
octanol/water), ESOL : Solubilité estimée (Estimated Solubility).
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Tableau 27 : Résultats de la prédiction in silico des propriétés pharmacocinétiques par
SwissADME des composés de I’HE du T. vulgaris

Molécule Absorption Perméabilité Substrat de CYP1A2 CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4
Gl BHE Pgp inhibition inhibition inhibition | inhibition inhibition
Carvacrol Elevé Oui Non Yes Non Non Non Non
p-Cyméne Bas Oui Non Non Non Non Oui Non
y-Terpinéne Bas Oui Non Non Non Non Non Non
B-Caryphyllene Bas Non Non Non Oui Oui Non Non
Linalool Elevé Oui Non Non Non Non Non Non
Myrcéne Bas Oui Non Non Non Non Non Non
a-Terpinéne Bas Oui Non Non Non Non Non Non
Bornéol Elevé Oui Non Non Non Non Non Non
Terpinene -4-ol Elevé Oui Non Non Non Non Non Non
a-Pinéne Bas Oui Non Non Non Oui Non Non
Sabinéne Bas Oui Non Non Non Non Non Non
a-Thuyene Bas Oui Non Non Non Non Non Non
Trans-Sabinéne Elevé Oui Non Non Non Non Non Non
hydrate
1,8 Cinéol Elevé Oui Non Non Non Non Non Non
Carvacryl acétate Elevé Oui Non Non Non Non Non Non
Thymyl acétate Elevé Oui Non Non Non Non Non Non
Oxyde de . . .
caryophylléne Elevé Oui Non Non Oui Oui Non Non
Limoneéne Bas Oui Non Non Non Oui Non Non
B-Bisabolene Bas Non Non Non Non Oui Non Non
a-Phellandréne Bas Oui Non Non Non Non Non Non
Camphene Bas Oui Non Non Non Oui Non Non
Thymol Elevé Oui Non Oui Non Non Non Non
Octan-3-ol Elevé Oui Non Non Non Non Non Non
a-Humulene Bas Non Non Non Non Oui Non Non
a-Terpinéol Elevé Oui Non Non Non Non Non Non

Gl : gastrointestinal ; BHE : Barriere hémato-encéphalique ; Pgp : P-glycoprotéine ; CYP1A2 : Cytochrome P450
1A2 ; CYP2C19 : Cytochrome P450 2C19 ; CYP2C9 : Cytochrome P450 2C9 ; CYP2D6 : Cytochrome P4502D6
; CYP3A4 : Cytochrome P403A4. Log Kp : coefficient de perméabilité de peau humaine (Les valeurs de Log kp
négatives suggerent une pénétration cutanée limitée, une valeur négative plus élevée indiquant un potentiel de
perméation réduit).
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Figure 61 : Le graphe BOILED-egg des composeés testés de I’HE du T. vulgaris

V.2. Evaluation in silico des propriétés physico-chimiques et pharmacocinétiques des
composés de I’huile essentielle du Cymbopogon nardus

La prédiction des proprietes ADME de 22 composes I’HE du C. nardus s’est faite a 1’aide
du simulateur ADME « SWISSADME web server ». Les résultats sont résumés dans les
Tableaux 28 et 29.

Les résultats des propriétés physicochimiques indiquent que tous les composent testés
respectent les regles de Lipinski et de Veber suggérant une bonne absorption orale. Par ailleurs,
toutes les molécules présentent une forte solubilité a I’exception du B-élémeéne, du germacréne
D et du B-bourbonéne. L’évaluation des propriétés pharmacocinétiques indique que les trois
composeés majoritaires de ’'HE (le citronellal, le géraniol et le citronellol) présentent une
absorption gastro-intestinale élevée. Alors que cette absorption varie pour les autres composés.
Cependant, les 22 composés présentent une bonne perméabilité cutanée (LogKp qui varie de -
3,21 a-5,29 cm/s).

Par ailleurs, les trois molécules majoritaires de I’'HE (le citronellal, le géraniol et le
citronellol) ne constituent pas un substrat pour la PGP et n’induisent pas I’inhibition des 5
isoenzymes de la famille des cytochromes P450.

Le graphe BOILED-Egg indique que les trois composés majoritaires de I’HE du C. nardus
peuvent traverser la barriere hémato-encéphalique et ont une forte absorption intestinale. A
l’opposé, I’ §-cadinene, I’a-humuléne, le germacréne D, le B-élémeéne, le géranial, I’a-muuroléne
et le1,4 cadinadiene ne peuvent pas traverser la barriere hémato-encéphalique et leur absorption

intestinale est faible (Figure 62).
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Tableau 28 : Résultats de la prédiction in silico des propriétés physicochimiques par
SwissADME des composés de ’HE du C. nardus

Molécule MM Liaisons Liaison H Liaison H TPSA(A?) Log P Lipinski Veber Classe ESOL
rotatives accepteurs donneurs Consensus (violations) (violations)
Citronellal 154,25 5 0 17,07 2,94 0 0 Soluble
Géraniol 154,25 4 1 1 20,23 2,78 0 0  Soluble
Citronellol 156,27 5 1 1 20,23 2,92 0 0 Soluble
B-Elémol 222,37 3 1 1 20,23 3,77 0 0  Soluble
Gérany| acétate 196,29 6 2 0 26,3 321 0 0 Soluble
Limonéne 136,23 1 0 0 0 3,37 0 0  Soluble
Citronellyl acétate 198,3 7 2 0 26,3 3,46 0 0 Soluble
B-Eléméne 204,35 3 0 0 0 4,65 1 0  Modérément
soluble
6-Cadinene 204,35 0 0 0 4,12 1 0 Soluble
Germacrene D 204,35 1 0 0 4,3 1 0 ' Modérément
soluble
Linalool 154,25 4 1 1 20,23 2,66 0 0 Soluble
Isopulégol 154.25 1 1 1 20,23 2,42 0 0  Soluble
y-Cadinene 204,35 1 0 0 0 4,18 1 0 Soluble
Géranial 204,35 1 0 0 0 4,18 1 0  Soluble
a-Muurolene 204,35 1 0 0 0 4,08 1 0 Soluble
a-Cadinol 222,37 1 1 1 20,23 3,43 0 0  Soluble
Néral 152,23 4 1 0] 17,07 2,71 0 0  Soluble
-Caryophylléne 204,35 0 0 0 0 4,24 1 0 | Soluble
a-Humulene 204,35 0 0 0] 0 4,26 1 0  Soluble
Myrceéne 136,23 4 0 0 0 3,43 0 0 | Soluble
f3-Bourbonéne 204,35 1 0 0 0 44 1 0 Modérément
soluble
1,4 Cadinadiéne 204,35 1 0 0 0 4,16 1 0  Soluble

MM : Masse moléculaire ; Liaison H : Liaison hydrogene ; TPSA : Topological polar surface area; Log P
consensus : Le logarithme décimal du coefficient de partage eau /1-octanol (partition coefficient in octanol/water)
; ESOL : Solubilité estimée (Estimated Solubility).
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Tableau 29 : Résultats de la prédiction in silico des propriétés pharmacocinétiques par
SwissADME des composés de ’HE du C. nardus

Molécule Absorption Gl Perméabilité Substrat de CYP1A2 CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4 Log Kp (cm/s)
BHE Pgp inhibition inhibition inhibition inhibition inhibition
Citronellal Elevé Oui Non Non Non Non Non Non -4,52
Géraniol Elevé Oui Non Non Non Non Non Non -4,71
Citronellol Elevé Oui Non Non Non Non Non Non -4,48
B-Elémol Elevé Oui Non Non Non Oui Non Non -4,53
Gérany| acétate Elevé Oui Non Non Non Non Non Non -4,63
Limonéne Bas Oui Non Non Non Oui Non Non -3,89
Citronellyl acétate = Elevé Oui Non Non Non Non Non Non -4,33
B-Eléméne Bas Non Non Non Oui Oui Non Non -3,21
§-Cadinéne Bas Non Non Non Oui Oui Non Non -4,85
Germacréne D Bas Non Non Non Non Oui Non Non -4,18
Linalool Elevé Oui Non Non Non Non Non Non -5,13
Isopulégol Elevé Oui Non Non Non Non Non Non -5,15
y-Cadinene Bas Non Non Non Oui Oui Non Non -4,49
Géranial Bas Non Non Non Oui Oui Non Non -4,49
a-Muuroléne Bas Non Non Non Oui Oui Non Non -4,65
a-Cadinol Elevé Oui Non Non Oui Non Non Non -5,29
Néral Elevé Oui Non Non Non Non Non Non -5,08
-Caryophylléne Bas Non Non Non Oui Oui Non Non -4,44
a-Humuléne Bas Non Non Non Non Oui Non Non -4,32
Myrcéne Bas Oui Non Non Non Non Non Non -4,17
f3-Bourbonéne Bas Oui Non Oui Oui Oui Non Non -4,2
1,4 Cadinadiéne Bas Non Non Non Oui Oui Non Non -4,38

Gl : gastrointestinal ; BHE : Barriere hémato-encéphalique ; Pgp : P-glycoprotéine ; CYP1A2 : Cytochrome P450
1A2 ; CYP2C19 : Cytochrome P450 2C19 ; CYP2C9 : Cytochrome P450 2C9 ; CYP2D6 : Cytochrome P450 2D6
; CYP3A4 : Cytochrome P40 3A4 ; Log Kp : coefficient de perméabilité de peau humaine (Les valeurs de Log kp
négatives suggérent une pénétration cutanée limitée, une valeur négative plus élevée indiquant un potentiel de
perméation réduit).
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Figure 62 : Le graphe BOILED-egg des composés testés de ’HE du C. nardus

V.3. Evaluation in silico par docking moléculaire du mode d’action des principaux
composeés des huiles essentielles du Thymus vulgaris et du Cymbopogon nardus envers la
souche fongique Saccharomyces cerevisiae

L’évaluation par docking moléculaire de I’interaction des deux composés majoritaires (le
carvacrol et le citronellal) des deux HEs du T. vulgaris et du C. nardus avec trois enzymes
ciblées (ERG2, ERG3 et ERG11) impliquées dans la biosynthése de I’ergostérol. Ce dernier est
un composé present au niveau de la membrane des cellules fongiques et qui est indispensable a
sa survie. Les deux conservateurs chimiques benzoate de sodium et sorbate de potassium ont
aussi été choisis comme ligands et donc testés envers les trois enzymes ciblées. Les sites de
liaison prédit par le logiciel CASTp 3.0 de deux enzymes ciblées (ERG2 et ERG3) utilisees
dans I’étude de docking moléculaire sont présentées dans le Tableau 30. Les scores (kcal/mol)
de I’étude de docking moléculaire sont présentés dans Tableau 31.
Tableau 30 : Les sites de liaisons prédit par le logiciel CASTp (version 3.0) des enzymes

ciblées (ERG2 et ERG3) utilisées dans I’étude de docking moléculaire

Enzymes

ERG2

ERG3

Sites de liaisons (acides aminés)

Phe85,Asn86,Asn87,Ala88,Alad1,Met92,Gly93,Met95,11e97,Alal100, Tyr105,lle107,Phe109,His118,Thr119,His122,Asp126,
Phe128,GIn135,His154,Leul56, Tyr164,Glu174,1le180,Met183,Leul84Phe186,Gly187,Phe188,Thr191,Thr195,Asp197,
Thr200,Leu201, Thr 204, Thr 208,Met 212.

Met1,Asp2,Leu3,Val4,Glu6,Val59,Lys60,Cys62,Arg63,Arg64,Phe65, Tyr66,Gly67,GIn68Val69,Pro70,Phe71,Met75,Arg86,
11e99,Val100,Phe103,Gly104,Leul07,Tyr108,lle146,Met149,Ser150, Thr153,Phe157,Glul60,Leul61,Gly163,Ser165,Leul67,
Phe188,Val196,His200,His213,His216,Ser227,His228,Phe230,Gly235,GIn238,Ser239, Tyr242,His243,Lys253, Tyr256,Leu257
,Phe260,Thr261,Val263,Asn264,Thr267,11e270,His288,Asn298,Tyr299,Gly300,GIn301

ERG?2 : C-8 stérol isomérase, ERG3 : Delta (7) - stérol 5(6) -désaturase.
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Tableau 31 : Les scores (kcal/mol) de I’étude de docking moléculaire

Enzymes  Carvacrol Citronellal Benzoate de sodium | - Sorbate de potassium
ERG2 -10,42 -9,64 -9,21 -8,16
ERG3 -11,73 -10,87 -8,49 -7,84
ERG11 -10,47 -9,67 -8,35 -8,54

ERG?2 : C-8 stérol isomérase ; ERG3 : Delta (7) - stérol 5(6) — désaturase ; ERG11 : stérol 14-déméthylase

C-8 stérol isomérase (ERG2)

Les résultats du docking moléculaire avec 1’enzyme ERG2 exprimés en kcal/mol sont

largement négatifs pour les quatre ligands testés (Tableau 31, Figure 62). Ce qui indique une

forte affinité des quatre composés testés avec I’enzyme ERG2. Néanmoins, le carvacrol

présente la plus forte interaction pour ’enzyme avec une énergie d’affinité de -10,42 kcal/mol

suivi du citronellal avec -9,64 kcal/mol, ensuite le benzoate de sodium avec -9,21 kcal/mol et

enfin le sorbate de potassium avec -8,16 kcal/mol.

La visualisation 3D des résultats du docking moléculaire effectuee envers I’ERG2 grace a

BIOVIA Discovery Studio visualizer indique que le carvacrol a établi des interactions de Van
der Waals avec les résidus d’acides aminés : Ala88, Asn86, Ala91, Phel09, Thr119, His118,
GIn135, His154, Ala172, Phel86. Avec les deux résidus Phel28 et Tyr164, le carvacrol a établi des

interactions de type Pi-Pi stacked et des interactions de type alkyle grace son cycle aromatique.

Le docking moléculaire du citronellal avec ’ERG2 a permis 1’établissement d’interactions
de type Van der Waals avec les résidus Asn86, Ala88, Ala91, Gly 93, Tyr105, GIn135, His 154

et Glu 174. La molécule a aussi établi des interactions de type alkyle avec les résidus Met95,

I1e107, Phe109Met166, Phel28. Enfin, le citronellal a établi une seule liaison hydrogene avec

le résidu Tyr164 grace a I’atome d’oxygéne de sa fonction aldéhyde (Figure 63).
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Figure 63 : Visualisation du docking moléculaire du carvacrol (A), du citronellal (B), du
benzoate de sodium (C), et du sorbate de potassium (D) avec I’enzyme C-8 stérol
isomérase (ERG2) grace au BIOVIA Discovery Studio Visualizer.
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Delta (7) - stérol 5(6) (ERG3)

Le docking moléculaire réalisé avec I’ERG3 a établi une forte affinité des quatre ligands
pour I’enzyme cible illustrée par des énergies d’affinités largement négatives (Tableau 31,
Figure 64). Toutefois, le carvacrol présente la plus importante interaction pour ’ERG3 avec
une énergie d’affinité de -11,73 kcal/mol, suivi du citronellal avec -10,87 kcal/mol, ensuite le
benzoate de sodium avec -8,49 kcal/mol et enfin le sorbate de potassium avec -7,84 kcal/mol.

La visualisation 3D des résultats a permis d’exposer que le carvacrol grace a sa fonction
hydroxyle a établi une seule liaison hydrophile de type hydrogéne avec le résidu Lys253. La
molécule a aussi réalisé des liaisons alkyles avec les résidus Met1, Phe 157, Leul67, Leu257
et Phe260. Le citronellal a pour sa part établie des liaisons de Van der Waals avec les résidus
Val4, 11e99, Thr153, Glul60, His243, Lys253. La molécule a aussi effectué une liaison
hydrogéne avec le résidu Met1 et des liaisons alkyles avec les résidus VVal100, Phe103, Phel57,
Leu257, Phe260 et une interaction Pi-sigma avec le résidu Tyr256.
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Stérol 14-deméthylase (ERG11)

Pour I’enzyme ERG11, les résultats indiquent une forte affinité des quatre ligands, illustrée
par la négativité de 1’énergic d’affinité exprimée en kcal/mol (Tableau 31, Figure 64).
Néanmoins, le carvacrol exprime ’affinité la plus importante avec une énergie de -10,47
kcal/mol, suivi du citronellal avec -9,67 kcal/mol, ensuite le sorbate de potassium avec -8,54
kcal/mol et enfin le benzoate de sodium avec-8,35 kcal/mol. La visualisation 3D des
interactions indiquent que le carvacrol a établi des interactions de Van der Waals avec les
résidus Thr130, Phel34, GIn150, Val154, Gly310, Leu307, Val311, His468, Ile471. De plus,
la molécule grace a son cycle aromatique a établi des liaisons Pi-sigma avec le résidu 11e139 et
une liaison Pi-Pi T-shaped avec le résidu Tyr140. Enfin, le carvacrol a établi des liaisons alkyles avec
les résidus Leul47 et Lys151.

Le citronellal a effectué presque exclusivement des interactions hydrophobes avec I’enzyme
ERG11.Ces interactions sont majoritairement de type alkyle avec les résidus 11e205, Tyr229,
Leu232, 1le261, Tyr 265, 11e309, Leu312, Met313. Le citronellal a aussi établi des interactions
de type Van der Waals avec les residus Leu213, Leu308, Leu213, Leu221 et GIn316 (Figure
65).
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Tous les composés testés de 'HE du T. vulgaris sont actifs lorsqu’ils sont absorbés
oralement du fait qu’ils respectent les critéres des deux régles de Lipinski et de Veber. Par
ailleurs le carvacrol, composé¢ majoritaire de I’HE ne constitue pas un substrat pour le
transporteur P-gp.

De plus, le carvacrol n’exerce pas un role inhibiteur pour quatre isoenzymes de la famille
des cytochromes p450 (CYP) a I’exception du CYP1A2, ce qui peut créer des interactions
médicamenteuses potentielles entrainant une action toxique (Azzam et al., 2022). D’autant que
les CYPs sont impliqués dans 50 a 90 % des processus de biotransformation des molécules
thérapeutiques en vue de réduire I’accumulation de métabolites dans le sang/tissu afin d’éviter
des risques de toxicité notamment hépatique (Mahanthesh et al.,2020)

D’autre part, tous les composés testés de I’HE du C. nardus dont les trois majoritaires (le
citronellal, le géraniol et le citronellol) sont actifs lorsqu’ils sont absorbés oralement. Sachant
que ces molecules respectent les criteres des deux regles de Lipinski et de Veber. Parmi ces
derniéres, le parametre TPSA est un prédicteur remarquable des propriétés de transport des
molécules thérapeutiques (1’absorption intestinale, la bonne biodisponibilité et la perméabilite)
(Xu et al., 2020). Dans la mesure ou les molécules de faible poids moléculaire ont une meilleure
tendance a diffuser et a étre transporté a travers les membranes biologiques contrairement a
celles de haut poids moléculaire (Srimai et al., 2013).

Le docking moléculaire a indiqué une forte interaction du carvacrol avec les 3 enzymes
(ERG 2, ERG3 et ERG 11) impliquées dans la biosynthése de I’ergostérol. Toutefois, a notre
connaissance, aucun travail d’amarrage moléculaire ne porte sur I’interaction du carvacrol avec
I’ERG2 et PTERGS3. Alors qu’il en existe pour d'autres enzymes impliquées dans la biosynthese
de l'ergostérol chez des especes autres que la S. cerevisiae.

A titre d’exemple, Akermi et al. (2023) ont étudié le mode d'action du carvacrol avec
I'enzyme lanostérol 14 o-déméthylase (ERG11) isolée de la souche C. albicans. Les résultats
ont révélé un score énergétique largement négatif (-6,3 kcal/mol), ce qui indique une forte
interaction du carvacrol avec 'ERG11. Cette interaction s’est faite principalement en raison de
liaisons hydrogene et d’interactions hydrophobes entre le carvacrol et les enzymes ciblées
(Khan et al., 2020).

Le citronellal a aussi fortement interagi avec les trois enzymes impliquées dans la
biosynthese de I’ergostérol. Toutefois, aucune investigation antérieure ne porte sur ’interaction
du citronellal avec ’ERG2 et I’ERG3. En revanche, il en existe quelques-unes sur d’autres
enzymes impliquées dans la biosynthése de 1’ergostérol chez des souches différentes de la S.

cerevisiae. A titre d’illustration, de Andrade Junior et al. (2023) ont démontré la forte interaction du
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citronellal avec I'enzyme ERG11 issues de 1’espéce fongique Trichophyton rubrum. La molécule a
interagi avec I’enzyme en exprimant un score énergétique négatif avec -4,60 kcal/mol.

Le docking moléculaire a confirmé que le carvacrol et le citronellal peuvent se lier aux
enzymes impliquées dans la biosynthése de I’ergostérol. Dés lors, ces molécules vont entrainer
I'inhibition de ces enzymes et empécher la biotransformation du lanostérol et des molécules qui
en découlent en ergostérol. Cela entraine une accumulation de ces précurseurs stéroliques
méthylés et une diminution de la quantité d'ergostérol dans la membrane cellulaire. Ces
phénomeénes provoquent 1’affaiblissement de la structure et du fonctionnement de la membrane
de la cellule fongique. (Gouveia et al., 2023).

De ce fait, les résultats du docking moléculaire sont cohérent avec les mécanismes d'action
décrits par la littérature pour les molécules bioactives testées, qui sont connues pour avoir leur

effet antifongique associé a la membrane (de Andrade Junior et al., 2023).
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Mon travail de thése s’est inscrit dans le cadre de travaux de recherche menés par deux
laboratoires, le laboratoire de recherche en technologie alimentaire, (Boumerdes, Alger) et le
laboratoire ethnobotanique et substances naturelles (ENS, Kouba). Le premier laboratoire
concentre ses efforts vers tous les travaux qui se rapportent au domaine alimentaire, tandis que
le deuxieme laboratoire focalise ces axes de recherche sur les produits d’origine naturelle et sur
leurs activités biologiques. L’objectif de mon travail a été d’évaluer le potentiel emploi des
deux huiles essentielles (HEs) du Thymus vulgaris et du Cymbopogon nardus comme
conservateur nutraceutique de boissons.

Au cours de cette étude, nous avons tout d’abord effectué 1’analyse chimique des composés
volatils des deux HEs par GC/FID et GC/MS. Pour I’HE du T. vulgaris, nous avons constaté la
trés forte présence du carvacrol. Alors que pour I’'HE du C. nardus, nous avons remarqué la
prédominance du citronellal suivi du géraniol et du citronellol. Ces résultats font des deux HEs
du T’ vulgaris et C. nardus de trés bonnes sources de molécules bioactives douées de propriétés
pharmacologiques remarquables.

L’emploi des HEs a de fortes doses ou leur administration prolongée peut engendrer une
toxicité importante a tous les niveaux de 1I’organisme. Compte tenu de la potentielle 1'utilisation
des deux HEs du T vulgaris et du C. nardus dans le domaine alimentaire. Il est indispensable
d'étudier les effets toxiques des deux HEs. C’est pour cette raison que la deuxiéme partie de
notre travail est consacrée au test de 1’effet toxicologique aigué et cytotoxique des deux HEs
¢tudiées. Les résultats ont indiqué que la DL50 de la toxicité orale aigué des deux HES évaluée
in vivo est supérieure a 2000 mg/kg de poids corporel (p.c). Donc, les deux HEs ne sont pas
mortelles aux doses testées selon la ligne directrice 423 de I’OCDE. Toutefois, I’étude
histopathologique des deux HEs a montré des 1ésions au niveau hépatique, rénal et pulmonaire
pour la dose maximale de 2000 mg/kg p.c. L’évaluation de la cytotoxicit¢ des deux HEs en
employant le test de viabilité cellulaire (MTT) a indiqué une faible cytotoxicité des deux HEs
envers les deux lignées cellulaires testées (MDA et MCF-10A).

La troisiéme partie de notre travail se focalise sur I’évaluation in vitro des activités biologiques des
HEs du T. vulgaris et C. nardus comprenant le pouvoir antioxydant, antibactérien et antifongique.
Le potentiel antioxydant des deux HEs a été évalué et comparé en utilisant les deux méthodes
suivantes : le test DPPH et le test ABTS. Nous avons remarqué que I’HE du 7. vulgaris a
présenté un puissant pouvoir antiradicalaire pour les deux tests ABTS et DPPH. Méme si, I’HE
¢tudiée a exhibé un effet antioxydant plus important pour le test ABTS en comparaison avec le
test DPPH. En revanche, I’HE du C. nardus a présenté un faible pouvoir antioxydant pour les

2 méthodes. Cette différence de potentiel antioxydant est attribuée a la variation de la
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composition chimique des HEs. Toutefois, le pouvoir antioxydant des deux HEs reste modeste
en le comparant avec celui de I’antioxydant de référence (Vitamine C).

L’effet antibactérien des deux HEs du 7. vulgaris et du C. nardus a été mis en évidence par
deux tests celui de diffusion sur disque et vapeur vis-a-vis de 10 souches bactériennes. En outre,
les CMI des HEs ont aussi été évaluées pour les souches bactériennes testées par la méthode de
macrodilution sur gélose. Les phases liquide et vapeur des deux HEs ont présenté une tres
puissante action antibactérienne vis-a-vis de la majorité des souches testées qu’elles soient a
Gram-positif ou négatif. Le pouvoir antifongique de la phase liquide et vapeur des deux HEs a
aussi €té investigué contre neuf souches fongiques, dont 5 levures et 4 moisissures. Les CMI
des deux HEs ont aussi été déterminées pour les 9 souches fongiques testées. Nous avons
constaté que la phase liquide et vapeur des deux HEs ont exhibé un effet fongicide tres
important contre toutes les souches testées.

Les effets nocifs des conservateurs alimentaires chimiques ont obligé les industriels a
accorder une attention toute particuliere a des sources plus naturelles et moins toxiques telles
que les HEs. Ce qui nous a conduits dans la quatriéme partie de notre travail a tester les deux
HEs du T. vulgaris et du C. nardus comme conservateur alimentaire dans les boissons. L’effet
conservateur des deux HEs a été évalué¢ dans un systéme alimentaire qui est une boisson
commerciale & base d’agrumes (Orangina®) envers la souche de levure Saccharomyces
cerevisiae d'origine alimentaire. Les HEs ont été utilisées a quatre concentrations différentes,
seules et associées a un traitement thermique modéré (70 °C/2min) pendant une durée de
stockage de 8 jours. Nous avons constaté que les deux HEs ont présenté un effet conservateur
antifongique supérieur a celui des conservateurs chimiques envers la souche S. cerevisiae
durant les 8 jours d’expérience. En revanche, le traitement thermique n’a pas induit un effet
antifongique significativement supérieur en comparaison avec son absence. Ces résultats
ouvrent une perspective intéressante pour 1’utilisation des deux HEs du 7. vulgaris et du C.
nardus comme conservateurs nutraceutiques naturels de boissons.

Les deux HEs du T. vulgaris et du C. nardus ont exercé un puissant effet fongicide envers
la souche d’origine alimentaire S. cerevisiae. Toutefois, il est nécessaire de réaliser une étude
de docking moléculaire afin de déterminer avec exactitude quel composé des deux HEs est actif
envers la souche fongique et a quel niveau se fait cet effet.

De ce fait, dans la cinquiéme partie de notre étude, nous avons étudi€ in silico les propriétés
physicochimiques et pharmacocinétiques des composés des deux HEs du 7. vulgaris et du C.
nardus en utilisant la plateforme SWISSADME. Les résultats ont indiqué que les composés

majoritaires des deux HEs sont actifs lorsqu’ils sont absorbés oralement. En outre, nous avons
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investigué I’interaction et I’affinité des principaux phytoconstituants des deux HEs (citronellal
et carvacrol) avec 1’ergostérol. Ce dernier est un composé essentiel de la membrane plasmique
des souches fongiques. Le docking a été réalisé envers trois enzymes impliquées dans la
biosynthése de I’ergostérol chezla souche S. cerevisiae. En outre, deux conservateurs
chimiques (le benzoate de sodium et le sorbate de potassium) ont aussi été choisis comme
ligands et testés. L’expérience a indiqué que le carvacrol et le citronellal ont fortement interagi
avec les 3 enzymes testées, ce qui conduit forcément a I’inhibition de leur action enzymatique.
Cette inhibition conduit au blocage de la biosynthése de 1’ergostérol et donc a I’accumulation
de son précurseur le lanostérol au niveau cellulaire et donc a la mort de la cellule fongique. Ces
résultats permettent de conclure que le mode d’action antifongique des HEs du 7. vulgaris et
du C. nardus vis-a-vis de I’espece S. cerevisiae est associ¢ a la membrane plasmique et plus
précisément au niveau de la biosynthese de 1’ergostérol.

En perspective, les résultats obtenus lors de cette étude, nous encouragent a :

+ Envisager de tester les deux HEs du 7. vulgaris et du C. nardus dans le méme systéme
alimentaire, mais envers d’autres especes de champignons et de bactéries contaminant
fréquemment les boissons. Parmi les souches a tester, nous pouvons citer les souches
fongiques Zygosaccharomyces bailii, Zygosaccharomyces rouxi, ou encore 1’espece
bactérienne Salmonella typhimurium

* Evaluer les potentielles interactions entre les composés des deux HEs étudiées et ceux
présents dans la boisson testée (Orangina®).

+ Envisager la nanoencapsulation comme forme finale de commercialisation des HEs
testées, en utilisant des techniques appropriées a un usage alimentaire. Ces techniques
comprennent le séchage par atomisation, I’émulsification ou la gélification ionique. De
plus, cette nanoencapsulation doit étre effectuée avec un matériau biodégradable
approprié (par exemple, le chitosane).

+ Effectuer une analyse sensorielle compléte des propriétés organoleptiques des boissons
apres incorporation des HEs.

+ Approfondir les tests de toxicité in vivo incluant I’évaluation de la toxicité
subchronique, et méme chronique des HEs.

+ Elargir I’évaluation de la cytotoxicité des HEs du 7. vulgaris et du C. nardus a d’autres
lignées cellulaires et établir une la cinétique de I’évolution de la cytotoxicité des deux

HEs en fonction du temps.
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* Evaluer in silico les propriétés toxicologiques des molécules volatiles des deux HEs
grace a des plateformes comme Admetlab ou Pkcsm.

+ Réaliser un docking moléculaire entre les composés majoritaires des deux HEs avec
d’autres enzymes impliquées dans la biosynthése de 1’ergostérol et envers d’autres
cibles cellulaires.

+ Effectuer des analyses protéomiques et transcriptomiques sur les HEs du 7. vulgaris et
du C. nardus afin de mieux comprendre les voies ciblées et les mécanismes d’action des
composés de ces HEs.

+ Explorer les effets bénéfiques potentiels des HEs du 7. vulgaris et du C. nardus sur la
flore microbienne intestinale. D’autant que des travaux précédent traitant de cette

thématique de recherche, sont tres intéressants et prometteurs.
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Annexe I : Schéma d’essai avec une dose initiale de 50 mg/kg p.c.

5mglkg

50mg/kg
3 animaux

300mag/kg
3 animaux

3 animaux

2000mg/kg
3 animaux

5malkg 300mg/kg 2000mg/kg
3 animaux 3 animaux 3 animaux 3 animaux
P Pl
A 4 A 4
SGH Catégorie 1 Catégorie 2 Catégorie 3 Catégorie 4 Catégorie 5 Catégorie 5 ou
> 08 = 5-50 > 50-300 »300 - 2000 > 2000 - 5000 Non classé
L 4 #J—i h 4
| s dela | autres | | 3 | | 2 | | 1 ‘ —| o
DLSO lirmite
mg'kg

~ Par étape 3 animaux d'un méme sexe (normalement des femelles) 2ot non classé
=0, 1, 2, 3: animaux morts ou moribonds & chague étape — Essaie & 5000 mg/kg: voir Ani 3
- SGH: Syteme de ificati ise (mgfkg) Ssale mg/kg: voir Annexe

Annexe II : Composition de la boisson commerciale Orangina®

Composition chimique de la boisson Orangina® : Eau gazéifi¢e, jus d'orange et autres
agrumes a base de concentrés 11% (orange 9%, mandarine, pamplemousse), sucre, pulpe 2%
(orange, mandarine), acidifiant : acide citrique, extrait de zeste d'orange, conservateur :

(benzoate de sodium et sorbate de potassium), ardme naturel d'orange.
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Annexe III : Chromatogramme de I’HE du 7. vulgaris
Chromatographe sur colonne apolaire (haut) and polaire (bas).
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Annexe IV : Chromatogramme de ’HE du C. nardus

Chromatogramme sur colonne apolaire (haut) and polaire (bas).
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Annexe V : Antibiogramme des souches bactériennes testées

Antibiotique | Chl Amx | Cip Rif Fos | Ery Tet Azm
Souches

E. faecalis ATCC 22 R 31 12 16 23 13 19
L. innocua ATCC 24 31 40 20 22 34 22 21
MRSA ATCC 26 R 25 4 10 28 10 29
S. aureus ATCC 31 R 27 6 25 29 18 19
S. aureus 1 8 R 44 7 R 13 11 25
E. coli ATCC 31 R 41 21 21 34 25 27
K. pneumonia ATCC 27 12 28 4 Rs 30 9 23
S. yphimurium ATCC | 1] Rs 25 4 10 15 10 24
P. aeruginosa ATCC 19 R 32 10 13 31 16 24
P. aeruginosa 1 11 R 36 R R 14 10 19

Chloramphénicol (30mg), Amoxicilline (25mg), Ciprofloxacine (5mg), Rifamycine

(5mg), Fosfomycine (20mg), Erythromycine (15mg), Tétracycline (30mg), Azithromycine

(15mg). Résultats exprimés en diamétre de zone d’inhibition (mm). R : Résistant.

Annexe VI : Photos des résultats d’histopathologie de ’HE du 7. vulgaris

Foie

i
G

La photo a gauche représente le contrdle négatif. La photo a droite représente 1’essai a I’HE. * : Congestion et
ectasie des sinusoides hépatiques, C : Congestion V : Vacuolisation, CV : Veine centro-lobulaire, S : Sinusoide

hépatique, Fleche large : Dégénérescence, K : cellule de Kupffer.
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La photo a gauche représente le controle négatif. La photo a droite représente 1’essai a ’HE.TCP : Tubule
contourné proximal, TCD : Tubule contourné distal, MD : Macula densa, G : glomérule, EB : Espace de

Bowman, *: Congestion
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Poumons

La photo a gauche représente le contrdle négatif. La photo a droite représente I’essai a I’HE
A : alvéole, *: cedéme intra-alvéolaire.

Annexe VII : Photos des résultats d’histopathologie de I’HE du C. nardus

Foie

La photo a gauche représente le controle négatif. La photo a droite représente 1’essai @ I’'HE. * : Congestion et
ectasie des sinusoides hépatiques, C : Congestion V : Vacuolisation, CV : Veine centrolobulaire, S : Sinusoide
hépatique, K : cellule de Kupffer, Fléche large : Dégénérescence.

Reins

La photo a gauche représente le controle négatif. La photo a droite représente 1’essai a I’HE. TCP : Tubule
contourné proximal, TCD : Tubule contourné distal, MD : Macula densa, G : glomérule, EB : Espace de
Bowman, *: Congestion.
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La photo a gauche représente le contrdle négatif. La photo a droite représente ’essai a I’'HE

A : alvéole, Fléche large : présence d’hémosidérine.

Annexe VIII : Résultats du séquencage de Sanger de la souche
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Annexe IX : Photos des résultats test de conservation des deux HEs du 7. vulgaris et du

C.nardus dans la boisson Orangina® envers la souche S. cerevisiae
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Annexe X: Article COMMERCIAL THYME ESSENTIAL OIL AS NATURAL
BEVERAGE PRESERVATIVE AND MOLECULAR DOCKING STUDY ON ITS
MODE OF ACTION AGAINST SACCHAROMYCES CEREVISIAE publié¢ dans Czech

Journal of Food Sciences.

Czech fournal of Food Sciences, 42, 2024 (4): 263-272 Original Paper

https:/ fdolorg/ L0 17221/ 102/ 2024-CJF5

Commercial thyme essential oil as natural beverage
preservative and molecular docking study on its mode
of action against Saccharomyces cerevisiae

Zines Loraant’™?% Moxnamep Naprs BoukHATEM™, KHaLED Bouprema®,

Hamipa Rezrouc!, Amina BoucHra Benermourrox®, Prerre Tomr

! Laboratory of Alimentary Technology Research, University of M 'Harmed Bougara, Boumerdes, Algeria

*Laboratory of Etlmobotanical and Neatural Substances, Kouba Higher Novmal School, Algiers, Algeria

Department of Biology, Faculty of Nature Sciences and Life, University of Blida 1, Blida, Algeria

! Department of Mycology, Institute Pasteur of Algeria, Algiers, Algeria

*Laboratory of Chemistry and Biomass, University of Corse — National Centre for Scientific Research
(CNRS), Ajaccio, France

“Corresponding author: z lotmani@univ-bowmerdes dz

Citation: Lotmani #., Boukhatem MM, Boudpema K., Rezzong H., Benelmoufok A.B., Tomi P (2024 Commeercial thyme
essential oil 25 natural beverage preservative and maolecular docking study on its mode of action against Saccharomyces cere-
wizire. Crech | Food 5ci., 42: B3-272,

Abstract: The present investigation explored the possible uwse of Thymue vulparis essential odl (TVED) as a beverage
antifungal preservative instead of chemical ones. The chemical profile of TVED exposed carvacrol (8047%) as the
predominant compound. The antifungal properties of TVED were assessed on various food spoilage yeast and mould
species using two tests. TVED showed a powerful antimicrobial effect against all the fungal strains at the three volumes
of essential oil (EO) wsed (ie 10, 20, and 30 pl). The minimum inhibition concentration (MIC] of TVEQD was also
eviluated and ranged from OUG25% o 0.015% (wv). Furthermaore, the potency of TVED as a beverage antimicrobial
preservative was tested at four distinet concentrations (006, 1.25, 4, and 6 pL-mL-") against Seccharompces cerevisiae
alane and combined with medium heating (70 "C for 2 min) in a real food matrix (Orangina® drink) for eight storage
days. TVED exhibited a significantly higher preservative effect than chemical preservatives (sodiem benzoate and
polassium sorbate). Lastly, a molecular docking examined the mechanism of action of carvacrol against two crucial en-
rymes in 5. cerevisioe viability [ERG2 (sterol CR-isomerase) and ERG3S (sterol C5-desaturase]] compared 1o a chemi-
cal preservative (potassiem sorbate). The two ligands highly interacted with the wo target enzymes. However, carvacrol
achieved a better score than potassium sorbate againgt ERG2 and ERGE, with binding energy of - 10019 keal mol-! and
=11.73 kcabmaol -7, respectively. Our results open up the perspective of using TVED as a natwral food preservative.

Keywords: Ty vadgaris natural food presecvative; carvacrol; Orangina® drink

Food deterioration and intexication caused by mi-  (Forsythe et al. 2004), and itz also a uswal beverage con-
crobial pathogens are major lssues, partbeularly in the  taminant (Recca et al. 1952). This veast strain releases
industrial world, leading to substantial economic loss-  fermented products with undesirable tastes attribut-
es. The Saccharowryces cerevisige strains are among  able to the release of COy, ethanol, and residues from
the microbial pathogens linked to focdborne llnesses  other fermentation products ( Tajchakavit et al. 1998).

£ The authors. This work is licenssd ander 3 Creative Commons Attribution-MonCommercial 4.0 [nternational (OC BY-MNC 4.0)
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The use of chemical agents ks the most common
method to avold the deterioration of foodstuffs
{Hmedo et al. 2013). Nevertheless, there s an in-
creasingly negative reputation of chemical additives
amaong consumers due to their harmiful effects and the
emergence of microblal resistance to these substane-
es (Lourelro and Ferrelra 1993) Hence, plant-derived
antimicroblal agents are emerging as an alternative
to chemical ones (Harvey 2008). Thymus velgards
(thyme), or garden thyme', Is a Lallatee subshrub
broadly distributed and indigenous to southern Eu-
rope. Traditionally, Thymus wulgaris essential oil
(TWVED) was applied as an antibacterial and flavouring
agent in food and confectionery products (Mandal and
DebMandal 2016} Also, TVEQD s generally recognlsed
as safe (GRAS) by the Food and Drug Administration
(FDA 200r9) and didn’t show any sign of toxicity even
at 5000 mgdg ' {Abdelli et al. 2017).

Essential odls (EOs) are frequently employed in the
agro-food and cosmetic industries to prevent micrabi-
al contaminations (Featlannl et al. 2010). However, de-
splte their high potential, thelr commercial utilisation
remains imited (Board et al. 1991) due to the substan-
tial EC volume required to produce an equal influence
on food preservatlon (Smid and Gorrls 1999), These
EDs quantities can have a negative sensory attribute
consequence by altering the food's texture and aroma
by exceeding the tolerable consumer threshold (Mazer
et al 2005; Liang et al. 2011). Therefore, the association
of EOs with classic preservation methods like heat pro-
cess ls interesting in reducing volumes used while main-
taining the same protective effect (Tyagl et al. 2014).

In the present research, the chemical composition
of TVEQ was determined using gas chromatography
with downstream flame lonization detector (GC-FID)
combined with gas chromatography-nkass spectrom-
etry (GC-MS). Next, the i witre antifungal potential
of TVECQ was evaluated against a large panel of food
spotlage fungal strains. Afterwards, the authors evalu-
ated the preservative effect of TVED agalnst a food
spotlage veast straln (S, cerevisiae) In a well-known com-
mercial citrus drink [DrangLnn'r] and compared it with
the antifungal effect of chemical preservative. The pre-
sepvative effect of TVED was also tested in associatbon
with mild heating. Finally, as a primary cause of bev-
erage contamination, the authors focused on yeasts
and fungl. Ergosterol creates a crucial part of thelr
membranes (Jordd and Poig 2020). The last enzymes
in the chain of ergostero] biosynthesis and also crucial
enzymes ERG2 (sterol CB-lsomerase) and ERGS (ster-
ol Co-desaturase) were used in the molecular docking
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study. In the latter, carvacrol was used as a ligand since
it Is the predominant compound of TVEQ. Especlally
since carvacrol careles out Its fungicldal actbon by dis-
rupting the biosynthesis of ergosterol and the integrity
of the cell membrane (Ahmad et al. 2011).

MATERIAL AND METHODS

Matertals
Thiyiwieis vadgaris L. essential oll was sequired from the
Ziphee-Bio’ company of EOs (Lakhdaria, Boulra, Algeria).

Composition of Orangina®™ drink

Carbonated water, cltrus frults concentrate 11%, sug-
ar, pulp 2%, cltric acld, orange peel extract, preserva-
tives (potassium sorbate and sedium benzoate), and
natural orange flavour.

Fungal species

Five lsolated yeast (Candida albicans, C parapsi-
logis, C. tropicalls, C. plabrata, and Saccharowmiyces
cerevisliae) and four mould species (Asperpillus fumi-
gatus, A. wiger, A. flaveas, and Fusariu sp.) were used.
All strains were kdentified by Laboratory of Mycology
of PASTEUR Institute (DelvBrahim, Alglers, Algerka)
and all cultures were preserved in SDA (Sabouraud
Dextrose Agar) at 4 °C unfil use.

Chemical composition of Thymus vulparis essential
ofl ([TVED)

Gas chromafograply with downstream  lame
fonization defector (GC-FID). The GC-FID analy-
sis of TVEQ were conducted using a Clarus 500 Per-
kin Elmer (Perkin Elmer, France) system outfitted
a flame jonisation detector (FIDY) and two Capillary
columns (50m = 022 mm, film thickness 0025 pm),
BP-1 (polydimethylsiloxane) and BP-20 (polyeth-
viene glycol). The oven temperature was increased
fromm 60 °C to 220 °C at 2 °C per min before being so-
therm for 20 min. The carrler gas was pure hellum,
flowing at a rate of 8 mL-min~". The injection was
carried out with a split and a volume of 1/60 pl. and
0.5 pL, respectively.

Gers chiromatography-mass specirometry (GC-ME)
The GC-MS of TVED were performed using Cla-
rus SOBS Perkin Elmer TurboMass detector (guad-
rlpole), with a direct lnkage to Perkin-Elmer
Aniosystemn XL (Perkin Elmer, France), outhited with
a EP-1 (polydimethylsiloxane) fused-silica capillary
column [60m = 0.22 mm Ld. (lnner diameter), film
thickness (.25 pm]. The carder gas was helium with
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a flowing debit of 1 mL-min~". The aven temperature
was ralsed from 60 °C to 230°C at a rate of 2°C per
min, then Botherm for 45 min.

Agar disc diffusion test. TVEC s antifungal proper-
thes were assessed using Kirby disc diffusion test. Inbrief,
a fresh microblal suspension was prepared in sterile sa-
line solution (0.9% NaCl) and spread on culture plates.
Filter paper discs (Sigma Aldrich, USA) were then
placed in the centre of the Inoculated plates, and three
different amounts (10, 20, and 30 pl) of TVED were
deposited on the discs. Hexamidine™ (0.1%) (lsophar-
i, Algerka) and Nystatin solution {1%) served as posi-
tive controls for yeast and mould strains, respectively.
Finally, all plates were incubated at 25 *C and 37 *C for
72 hand five days for yeasts and mould stralns, respec-
tively. The zones of inhibition (Z0J) were measured
and expressed in millimetres.

Volatilization diffivsion test. The antifungal poten-
tial of TVEQ's vapour phase was evaluated using vola-
tilisation diffusion test. The technique involves taking
around 50 pl of the microblal suspension and spread-
ing it on SDA Petrl dishes. Filter paper discs were
laid on the inside surface of the upper lid of the Petri
dishes, and three different amounts of TVED (10,
2, and FIpL) were then deposited. Fimally, the
plates were immediately turned over and incubated
at 37 °C for 72 h, and five days for yeasts and mould
strains, respectively.

Determination of minimum inkibitory concentra-
tion (MIC). TVE(QYs MIC was determined uwsing the
macrodilution technique. An EQ volume of 250 pl was
diluted in 50 mlL of SDA culture media to obtain a so-
lution at 0.5% (w/v), followed by its successive dilution
to half. A volume of 25 mL was taken from each dilu-
tion, transferved to medium plates, and Inoculated with
fresh microblal suspenstons. The polsoned food tech-
nigue [Grover and Moore 1962) was used for mould
strains. The technlgue consists of cutting a mycelia
dise (& mm diameter) from a fresh mycelia culture, and
then deposing it in the centre of Petri dishes. Finally,
all the plates were incubated for 72 h and five days for
veast and mould stralns, respectively. The MIC s the
smallest EOQ concentration where no perceptible mi-

crobiological growth appears.

The preservative effect of Thymuis vilgarns essential
oll (TVED) against Saccharomiyces cerevisiae in cit-
rus drink (Orangina®)

The preparation of citrus drink (Ovangina®™) inoc-
wlated with Saccharomyces cerevisiae. The preserva-
tive effect of TVED against food spoilage was tested

based on the method of Tyagh et al. (2014) with some
modifications. For this experiment, we chose the well-
known citrus drink (Orangina™), which was purchased
from Orangina® Company (Algeria). The drink samples
were mived with a fresh solution of foodborne yeast
(& cerewistae) straln at 10% CFU-mL-* (CFU - colony
forming unit), then transferred to sterile glass vials
of 100 mL and stored at 4 °C.

Action of Thymues vulgaris essential oll. The In-
oculated  drinks were mixed with TVED and
Tween 80 (0.5%) at four concentrations (U6, 1.25, 4,
and 6 pl-mL-*). Yeast viability was monitored for eight
days of storage at 4 *C, with sampling at 0%, 24, 5% and
#h day. Pasteurised beverages without TVEQ were the
negative conteol, whereas those containing chemical
preservatives were the positive control.

Actton of Thymeus valgaris essential oll associ-
ated with meild heating. The inoculated vials were
mibxed with TVEQ and Tween 80 0.5%) solution at fouwr
concentrations (06, 1.25, 4, and 6 pL-mL™"). Then, the
drinks were heated (70 °C for 2 min) and maintained
at 4°C for & days, with sampling at 0", 27, 5%, and
g day. Each test was repeated three times. All sam-
ples have undergone a 107 dilution in saline solution
[04% Mall), hitered, spread on 5104 plates, and incu-
bated for 48 hor 72 h at 25 *C. The microblal load was
expressed by the varfation In log CFU-mL-" of the in-
oculated foodborne yeast (5. cereviziae) strain in the
function of storage time expressed in days.

Molecular docking. In molecular docking study, car-
vacrol was selected and used as a ligand, since it is the
major compound of TVED. While, potassium sorbate
was emploved asa comparison ligand, as itis widely used
in the food industry as a preservative, including in bev-
erages. Molecular docking investigated the Interaction
between the selected ligands against two enzymes:
C-8 sterol lsomerase and Delta (7)-sterol 5(6)-desatu-
rase communally named ERG2 and ERG3S, respectively.
The chosen enzymes are involved In ergostercl blosyn-
thesis in the 5 cerevisiae strain. Thelr 3D structures
were refrieved from the alphaFOLD prediction struc-
ture database under the codes CTGRES and P3A2353 for
ERG2 and ERG3E, respectively. The possible binding
sites of the target enzymes were predicted using Castp
software (verslon 3.k hitpe//sts bloe.uic.edu/castp/
Index htmlF2011). Whereas, the ligands employed for
the decking study were downloaded from PubChem
as an SDF file and converted to a PDEB file using Open
Babel software (version 2.0 Sibi et al. 2013). The maole-
cules preparation and docking study was realised using
Argus Lab software (version 4.0.1; Thompson 2004).
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The different binding modes between the bound com
plexes were observed through Biovia Discovery Studio
Visualizer software (version 2021).

Statistical study

Triplicates of each trdal were run. The findings were
presented as the mean value and standard deviation
{mean + SD). Antifungal results and the preservative
effect of the EC) test in a real food matrix were ana-
Iysed using the Kruskal-Wallis test, followed by Dunn's
multiple comparison tests. The difference was fixed
at (P = 0u05) level of significance. All the analyses were
carried out using GraphPad Prism statistical software
(versiom S00).

RESULTS AND DISCUSSION

Chemical characterisation of Thymus valgaris es-
seduthal ail

Twenty-eight compounds were [dentified, repre-
senting 97.92% of TVEQS total composition. The lat-
ter is mainly composed of oxygenated monoterpenes
{74.54%), with carvacrol (68.20M%) as the predominant
compound, followed by the p-cymene (8.12%) and the
-terpinene (5.73%) (Table 1).

Carvacrod-rich TVEC has already been documented
in countries like Algeria (56.8%), Switzerland [up to
4937%), Brazil (45.5%), and Jordan (up to B6.1%)
{Hudalb et al. 2007 Iten et al 2009 Boukhatem
et al 2020). In contrast, a TVED from the Iberian re-
ghon (Spain) exposed a different profile from ours,
identifying 1 8-cineocle (up to 68.5%) as the main com-
pound (Llorens-Reddy et al. 2016).

The antifongal activity of Thyws valgaris essential odl

TVEQD showed a dose-dependent effect (10, 20, and
30 pL) Mustrated by the total inhibitlon of all fungal
strains Z0J at the higher volume used. TVED was
significantly more effective against yeast species than
the positive control (Hexamidine 0.1%]) (P < (U001},
Also, TVEQD  exhibited the predominant effect
(Z£00 = 85 mm) against 5. cerevisiae and C. albicans
and all mould strains at the three volumes used with
a superior effect than the positive control (MNysta-
tim 1%]) (Table 2).

Our findings didn't correlate with those of Ga-
lovicovd et al (2021), whe exposed moderate ef-
fect of TVED against C. albicans, O fropicalis, and
C. glabrata with Z0F does not exceed 13 mm. In con-
trast, our results are regular with those of Guowa
et al. (2018), which exposed the potent antl-yeast ac-
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thon of TWED agalnst 259 clinfcal specics of O allieans
and C. glabrafa. By the way, it s not surprising that
TWEOD exhibit a great antifungal potential due mainly
to its phenolic compounds including carvacrol and
thymel (Inouye et al. 2001).

Table 1. Chemical composition of Thymrus vulparis

essential oil

Mo Compouond RP R %

1 a-thujene 91538 102179 [1E 1Y
2 o-pinens 93322 101919 63
3 camphene i dl 1 070.24 [T
4 sabinens g4l 102179 Oudls
5 octan-F-o 97329 111568 0z
6 myroene 98331 1 16543 179
7 a-phellandrene 990093 1 169.86 021
8 d-3-carens 1007.75 1 15300 tr

@ m-terpinens 1011.70 1 18552 145
10 PrCymens 100446 1 27600 812
11 limonene® 102333 1 X508 023
12 1.8-cinenle® 102333 121431 031
13 e-b-ocimene 103866 1 254,08 tr

14 y-terpinene 105105 1 24957 573
15 trans-sabinene hydrate 1 05688 1 465.16 Okl
16 limalood 108659 1 54921 77
17 borneal 1 15237 1 7019 075
18 terpinecl -4 1 16463 1 &03.22 1.22
19 a-terpineal 117424 160975 [N ]
20 thymyl acetate 1270000 1 B7G.20 050
2 thymminl 127262 1 104D 014
22 carvacrol 1281.89 221600 682D
23 carvacryl acetate 1 34666 1 B7G.2D .31
24 fcaryophyllens 141944 1 59783 345
25 o-humulene 1 45207 1 66958 0l
26 f-bisabolene 1 502.51 1 728.04 023
27 y-cadinens 151613 227778 tr

28 caryophyllene oxide 157197 197913 024
Total identified 97.92
Monoterpene hydrocarbons 19.35
Oxygenated monaterpenes 7454
Sesquiterpene hydrocarbons 379
Oxygenated sesquiterpenes 024

The apolar colomn provides compound elution; percent-
ages were determined on apolar column, with the excep-
tion of those with * (polar column); B/ = retention indice
an apolar column; BIF - retention indice on polar columns;
tr = traces
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Table 2. Antifungal effect of Trymous valgaris essential oil

ZOf (mm)* = wvolume of TVEQ (pL per disc)

Fungal species Agar disc diffusion test Volatilimtion diffusion test Positive control®

10 20 ™ 10 0 a0 10 B0 ET
Yeast species
Candida albicans B50+00 850200 85+0 E50+000 B50+000 850200 16026 177+06 17.7+06
Comiie MWI+15 6332209 H5+0 d6TL589 53T+20% 6d0+36 270400 333+06 37.0 10
parapsilosis
Camdida tropicalis 627 +0.6 850200 850 5L7+324 6472450 713432 33010 3000 3742132
Camdida glabrate 68035 850200 85+0 53.3+400 600=500 TOO0+50 347+20 38312 457:06
SncrivnyCer B50+00 850200 B5+¢0 S50+000 B50+000 850200 333206 353+10 407205
CEFEVISIAE
Mould species
Aggergilbe B50+00 850200 B5+0 S50+000 B50£000 850200 170417 190+06 220445
umripatns
Aspergitlus niger E50+00 850200 S5&0 E50+£000 B50£000 B50+00 400206 43027 450% 6.4
Aspergitfus flavas  E50+00 850200 S5&0 EB50+£000 B5.0£000 B50+00 310200 3000 350%47
Fusarisens sp. E50+00 850200 B5+¢0 E50+000 B50+000 850200 123406 183+06 213225

*The Z{ comprises the disc diameter (% mm); "antiseptic solution (Hexamidine 0.1%) and Nystatin solution (1%) were the
positive controls for yeast and mowld species respectively; Z00 - zone of inhibition: TVEQD - Thymus valgaris essential oil

Indeed, carvacrol is one of TVED S most effective
compounds against fungal species due to ks hyd rophe-
bic characteristics. These properties allow it to attach
to the lipophilic reglon of the cell membrane and solu-
bilise it, which is likely to result in fungal death (Yan
et al 2021). Likewise, the hydroxyl functional group
in carvacrol may provoke the production of free radi-
cals in oxidative phosphorylation process, which can
lead to mbcroblal cell death (Kawhena et al. 2021).

Volatilisation diffusion test

TVED exhibited a Z00 against fungal strains cor-
related to the increasing volume vsed (10, 20, and
30 L) Further, the EQ showed pronounced effica-
cy against all yeast species, with a predominant effect
against 5. cerevislae and C. albicans that were totally
inhibited (00 = 85 mm) at all the amounts of ECr used.
The Z0 of TVEQ against C. parapsilosis, O tropicalis,
and C. glabrala ranged from 46 mm to 74 mm from the
lowest to the highest volume used. Finally, TVED to-
tally inhibited the four mould strains, regardless of the
volumee used [Table 2).

Az a whole, our TVEQD showed a better antifungal
effect with the agar disc than the volatilisation diffu-
sjon test (P = 0.01). Yet, TVED demonstrated the same
degree of inhibitlon against C. albleans, 5. cerevisiae,
and mould strains for both methods.

Even If the used protocol influence quantification
of the EQ antimicrobial, our results considerably
conflict prior studies showing that the TVED vapour
phase display superior antifungal properties than the
liquid phase (Inouye et al. 2001; Tullls et al. 2007;
Fisher et al. 2008). As a hypothesis, the poor aldehyde
compound presence in our ECY can explain these dif-
ferences. Since EOs contalning high aldehyvde content
exhibat the higher inhibitory effect in vapour state, fol-
lowed by those containing alcohol, ketone, and ether
(Inouye et al. 2001).

The minimum inhibitory coacentrations [(MIC)
of Thymiis valgaris essential oil

The essential oil (EQ) presented a MIC value
of 0.015% (v/v] against the five veast strains. Besides,
The MIC of TVED against mould stralns varied from
D.0625% to 0.015% (W), with A. feomigatus exhibiting
the lowest and Fusarium sp. displaying the highest
one (Table 3).

Despite the difference of methodology between our
study and others, our findings surpass those found
by other authors. In this context, Guewa et al. (2018),
found a TVECYs MIC value of 0625% (wv) agalnst O al-
bicans and C. glabrala strains. Further, Tullioet al. (2007)
reported an EQ' MIC value of 0.25% (w/v) agalnst two
mould strains, namely A favis and A. fiomigatus
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Table 3. The minimum inhibitory concentrations
o Thymres valgaris essential odl against selected yeast and
mould strains

Fungal species MIC % (wiv)
Yeast species

Candida alricrns 00150
Candida parapsilosis 000150
Candida tropicalis 0.0150
Candida glebnata 0.0150
Saccharomyces cerevisiar 0.0150
Mould species

Aspergillus flonigatus 0.1 50
Aspergillus niger 00300
Aspergillus flavus 00300
Frsarium sp. 00625

MIC = minimuom inhibitory concentration

The preservative effect of Thywous vilgaris essential
oil against 5 cerevisiae in citros drink (Orangina®™)

Action af Thymoes valgaris essenttal oll. TVED ex-
hibited a total antifungal growth inhibition on the
highest concentration used (6 pl-mL-") on the secomd
day and during the whole storage perlod. While the
ECy concentration of 4 pl-mL~! showed total growth in-
hibiton beginning from the elghth day of storage. New-
ertheless, the lowest EOQ concentratbon (0U6 pl-ml-t)
didn't show a considerable inhibition of growth during
the eight days of storage when compared o the positve
and the negaﬂ'ue contrals (2 = 0.99) [FLgut'e LA,

Similardy, Shabruwm and Wagay (2011} evaluated
the antifungal potential of TVED on the preservation
of strawberries infected with Botrytls cinerea and Rhi-
zopuis stolonlfer species that induced the apparition
of grey mould and detedioration of the fruit. After two
weeks of preservation, they reported a reduction in de-
cay corredated with an lncrease In TVED concentration.
Additionally, a maximal reduction of the infection {more
than M%) was reported at the highest EQ concentration.
These findings are certainly attributed to TVED phe-
nolle monoterpenes, which affect fungal cells by alter-
ing the cellular organelles, including the mitochondria,
and the plasma membrane (Helal et al. 2006).

In fact, to ensure the microblal safety of the bever-
ages, using only EOQ might influence the product’s
overall sensory characteristics. Hence, we must inves-
tigate the impact of the assockation of TVEO with mild
heat treatment to try to reduce the EQ amounts used
in food preservation.

268

hutps:! fdolorg/ 1017221/ 102/ 2024-CJFS

Action of Thymius vilgaris essenital odl associated
with wiild keating. TVEQ exhibited a votal inhibition
at the two highest (6 pLomL-" and 4 pL.mL-') EC con-
centrations beginning from the second and fifth day
af storage, respectively. Further, these two concentra-
tions showed significantly higher nhibitory effects
against & cerevizsiae than positive and negative controls
(= 00D0L). In contrast, the twao lowest EQ concentra-
thons (0.6 pL-mL™" and 1.25 pL-mL™") showed no high-
er Imhibition than the positive and negative control
[P = 0.99). Our findings also revealed that the thermal
treatment didn't show significantly better results than
his abzence (P > 0.05) (Figure 1B).

In the same line, Belletti et al. {2010) tested the anti-
fungal preservative potential of three ECY momoter pe-
nes (B-pinene, geranial, and linalool] in orange juice
Inoculated with a wild & cerevisige straln and asgsoci-
ated with moderate heat processing (55 °C for 15 min).
The authors reported that the heat treatmeent signifi-
cantly enhanced the preservative effect of the beverage,
certainly by making it easier for hydrophobic chemi-
cals to reach the cytoplasmic membrane of the yeast,
which is where blomolecules exert their deadly effects
[Prashar etal. 2003). The ECs asq0c iated with heat treat-
ment created a highly advantageous synergy in which
higher temperatures during storage increase the level
of volatiles in the vapour phase, improving anti-yeast
activity and food preservation [Tyagi et al. 2014).

Molecular docking. The docking scores expressed
as kcal/mol were largely negative for the two ligands
against ERG2 and ERG3 isolated from Saccharomyces
cerevisige. These results demonstrate the high inter-
action of the selected ligands with the two enzymes.
However, carvacrol achieved a higher docking score
against ERG2 (1027 keal-mol™) than potassium sorb-
ate (816 kealmol™'). Comparable results were ob-
served against ERG3, where carvacrol showed a score
of —11.73 kealmol™, while potassium sorbate dis-
played a score of —7.84 keal mol™. The docking scores
proved that carvacrol inhibits ergosteral blosynthe-
sis, which undoubtedly lead to 5 cerevisiae cell death.
The interactions and binding sites of ligands are dis-
played in Flgures 2 and 3.

Drue to the hydrophobicity of EQ compound’s, car-
vacral  established only hydrophobic  Interactions
against ERG2. These interactions belong mainly to that
af Van der Waals established with the followlng amine
acid reskdwes: ALABE (alanine), ASNBS [asparagine],
ALA9L, PHEL0% (phenylalanine), THRL19 (threo-
nine), HIS11E ([histidine), GLMN135 (glutamine),
HIS154, ALA1T2, PHE186. Whereas against ERG3.
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Figure 1. Saccharomyces cerevisiae strain count of citrus drink [Ohrangina™) in the function of storage days after
i.dd.ing, of different concentrations of Tl'lymj.t_': mlbarr'_'r L. essential oil (A) alone and (B) combined with moderate

heat treatment

The drink samples treated with chemical preservatives [sodium benzoate and potassium sorbate) represent the positive
contral; © = concentration; ©1 = 006 plomL =% C2 = 1.25 pL-emL™Y €3 = 4 pLl-emL™% Cd = 6 pL-mL~'; CFU = colony forming
unit; values of three replicate experiments are expressed as mean 4 standard deviation (SDV)

the hydreeyl (OH) function of carvacrel allowed the
formation of one conventlonal H-bond established
with LYS253 (lysine]. Besides, carvacrol performed
better than potassium sorbate due probably to the
aromatic ring in its strocture that allowed additional
interactions (Pi-Pl stacked, Pi-alkyl) with the amino
acids of the enzymes. To our knowledge, no dock-
ing studles have been carrled out on carvacrol with
ERG2 and ERG3, but they have been done against
other ergosterol blosynthesks enzymes. For instance,
Akermi et al (2023} emploved molecular docking
to irvestigate the mode of action of carvacrol on lanos-

terod 14n-demethylase (ERG11) enzyme isolated from
C. albicans. The outcomes exposed a largely negative
energy score (-6.3 keal-mol™'), which indicates a high
interaction of carvacrol with ERG1L. Another study
explored the mode of action of carvacrol against three
enzymes TEM-72 (PDB I1D: 53P98), CTXM-9 (PDB ID:
1YL]). and SHY-2 (FDE 1D: 1N9B) from the extended-
spectrum f-lactamase famlly solated from Escherichia
cofl. The docking exposed a binding energy reaching
—5.27 keal mol ™ due malnly to H-bonds and hydeo-
phobic interactions between carvacrol and the target
enzymes (Khan et al. 2020).
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Figure 2. 2D diagram visualisation of molecular docking using the Discovery Studio Visualizer for ERG2 with [A) car-
vaceol and (B) potassium sorbate

ALA - alanine; ASN - asparagine; GLN - glutamine; GLU - glutamic acid; GLY - glycine; HIS - histidine; ILE - isolen-
cines MET - methionine; PHE - phenylalanine; THR - threonine; TYR - tyrosine
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Figure 3. 2D diagram visvalisation of molecular docking using the Discovery Studio Visualizer for ERGE with [A) car-
vaceol and (B) potassium sorbate

ALA - alanine; LEU - isoleacine; LYS - lysine; MET - methionine; FHE - phenylalanine; TYR - tyrosine
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CONCLUSION

In summary, TVEQ showed a powerful antifungal ac-
tion agalnst a panel of food spollage fungal strains deter-
mined using two different inr vitro technibgues. At small
concentratbon, TVEO showed a significantly better an-
tifungal effect against & cerevisiae in the citrus drink
(Orangina™) than chemical preservatives. The dock-
ing study revealed the high interaction of TVEQ maln
compound {carvacrol) against two ergosterol biosyn-
thesls enzymes, cruclal molecules in 5 cerevislae sur-
vival. As a result, these results provide an exceptional
perspective on the use of TVEQD as a natural food pre-
servative instead of synthetic preservatives. Neverthe-
less, we must conficm the current findings, assess
the sensory effects of adding TVED to food com-
modites, and consider encapsulation as the final form
of commercialisation.
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-hmlndl.n-pq.rng particuler alenion o seversl natural essenial oiks

{Burt, 2004,
-This study amad D Nvestgate he polental use of THHRMUS WEgans essential sl TEO) as a

oo presirvalien.
Methodology

GG & analhy=sia

Tha analysis was mealsed USnG Hewisl) Pachant Suplest G890 plhes chrosrsslogrssdy
coupisd 10 Hewisit Fackard Aglent 5973 Mass specioomelsr [Celscior quacnapoes) The
mjecior lemperdive and whame wene Z50°C and O.F pl, respeciecly Tha osan
BTl ane wk BITNC for Brnin, 2M0NN undl S5O0 thean Saothanmn for 10 min, The wacdins

A Souens lRrpRcaluen seans pora Reliom and 253000, respeciivaly.

Antloxidant properties of TEQ

DFPH method

T radical scaserging activity of the essential oils was measuned wsing 2 2 diphany -1-
pierpierasyd (DPPH] mathaots.

ABTS Msthod
The ABTS assay was used bo delermmine e free adical scavenging copacity wsing
AETES cabons AETE radicyl catiorns (AT

2
Fy

Determination of Oral acwie toxicity of TVED

Thws e izedicity of TED wae chstarmrned scionding e the DECD 4373 (s oo clems
]

Antimicrabilal pmﬁrﬂaa of TEO

Diec: diffusion methodvapor diffuslon method: The anlimicrobial effect of
TWED was imeastigatad against varows bacterial and fungal specias.

T hormsicgrte Akrmreimirn, Lishmra o Rt Do, Bt
mbsaroue e TotTimccer Neiowiar. Srohe Sscemee Tipdeeune Se foute Apes Algere

S e Lirfemadd —  Smwd Dwhist—  Sichs T, S, Aizwris
Cwrver. SAMDAL Srmsrmosutio, ok o ConTtmntoe, S, Sggeem

S

Evaluation of the preservative effect of TVED In orange drink

LA-Effect of TEO

~Thee Cramge dinks were mixed wilth  Scerswisse stran and TED ab Tour

disiinc ooncertirations (006 to Gl fml )

~The readad juicas wera han mamdained for 8 days, with drews mada at 0,

2= 5" B* day

B -Effact of TED combined fo moderate haating

The inocudatad wials wane mixaed  wish TVED &t four distnc concantrations

.Then The juices were healad a1 70 °C fior 2 min and  kepd Tor B days.
Resulis and discussion

Tha chemical composlflon:The cumsnt results. agree with those of
Abedini et al{2010) who found carvaodl { 57,53 %) as the man
=alyy <l F gl

[ ] Por [2&)
Carvacrol 53,58
P-Cymens 11,99
y-t 5.23

Antiaxidant properties of TED

TECQ ddnT prasant any anticonyant afiact for e tan methods el
antimicrobial affect of TEOQ

TELD showed a strong anmtmioial effect far the tan methods usad

|| Il I ‘ll b | ||I|

"f .a'
o
Owal acule toxicity of TEO
TED is dassifind in Categary & which mean that the LDE0 is supanor
to =AOO0MQIKE TR dadn dhere sign al acule Tomicily seen o1 SO00mE kg
acoording o Abdelli e ol [2oas)

Ewvaluation of tha prasarvativie affect of TVECD In orange drink

TECQ alana showad @ strong prasenvative affect ageirst S.carensse for
U 10 Sdgihl J85E [A). TED Combined with modarale hagling showesd a
belier effect than his absencs By Goncahees 82 & 2017} reporied TED
= bakany producks praservative and showed an incraase n shalf lde of
more than 30 oan's, Thecs nesUis SoncLr Wil Clng.

e ]

fpuba

Conclusion

-TED shosvnd & high comont of Sy Ronabon montonmees.
~TECH and it wapor oFsses (st @ olaod aniimecrndsed efTect

=T daan we reggariiec s aafe sncos S UDSD b alavsalac

~TELr showsd a srﬂwi.lr hagher presenvatiee ofect in orangs dring than

chemical preservate
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	La C-5 stérol désaturase communément appelée ERG3 est une enzyme de 365 acides aminés. L’ERG3 catalyse l'introduction d'une double liaison au niveau du 5ème carbone du cycle B des stérols pour produire du 5-déhydroépistérol qui sera à son tour est con...

