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Introduction

L’utilisation des plantes pour leurs vertus médicinales est une pratique trés ancienne.
Elle trouve ses origines dans les plus grandes civilisations de 1’orient et de 1’occident. Comme
en témoignent les textes rédigés plusieurs millénaires avant notre époque, les sumériens, les
égyptiens, les chinois et les indous, possédaient toute une panoplie de remédes a base de
plantes (Clément, 2005).

L’Algérie, pays connu pour ces ressources naturelles, dispose d’une flore
singulierement riche et variée. On compte environ 3000 espéces de plantes dont 15%

endémique et appartenant a plusieurs familles botaniques(Savona et al., 1982).

De nombreux composés naturels isolés a partir de plantes ont montré un large spectre
d'activités biologiques. Parmi ces différents types de substances naturelles, les huiles
essentielles des plantes aromatiques et médicinales ont recu une attention particuliére comme
agents naturels a grand potentiel pour la conservation des aliments. En outre, les huiles
essentielles ont effets pharmacologiques variées comme : antispasmodique, carminative,

hépatoprotecteur, antiviraux, anticancéreux, et antioxydantes (Viuda-Martos et al., 2011).

La composition chimique en huile essentielle est fortement influencée par des facteurs
biotiques et abiotiques. Elle dépend des conditions climatiques, saisonniéres et géographiques
ainsi que de la période de récolte de la plante voire de la technique d’extraction. En outre,
I’activité antibactérienne des huiles essentielles est en relation directe avec la composition et
la concentration en composés volatils, le type de microorganismes cibles, les conditions et les

méthodes de traitement (Baydar et al., 2004).

Les especes réactives oxygénées et azotées ROS / RNS sont produites en continu dans
le corps humain et elles sont contrélées par les enzymes endogénes (superoxyde dismutase,
glutathion peroxydase, la catalase). Quand il y’a une surproduction de ces especes, suite a une
exposition a des substances oxydantes externes ou un déséquilibre dans les mécanismes de
défense, les dommages aux biomolécules majeures (ADN, acides aminés, lipides, protéines)
peuvent survenir, ce qui donne lieu au stress oxydatif qui est impliqué dans diverses
pathologie a savoir le cancer, le diabete, le vieillissement et plusieurs autres maladies
(Aruoma, 1998).
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Au fil du temps, la résistance des microorganismes aux antibiotiques se manifeste de
plus en plus, et I'utilisation de produits chimiques comme agents antimicrobiens a donné

naissance a des maladies infectieuses graves (Davies, 1994).

Au cours de ces derniéres années, la recherche de nouveaux procédés basés
principalement sur ’utilisation de molécules extraites de fagon naturelle a connu un regain
d’intérét dans la plupart des recherches scientifiques. De ce fait nous nous sommes intéressés
a ¢tudier une plante du Nord algérien dont le but est d’exploiter de nouveaux composés

comme alternatives aux produits chimiques.

Dans ce contexte s’inscrit le présent travail de recherche dont le but principal est
d’étudier les activités antioxydants et antimicrobiennes de différentes huiles essentielles de
Thymus numidicus. La majorité des recherches ont étudié les polyphénols, flavonoides, alors

que certaines d’entre elles ont étudié les extraits organiques et aqueux.

L’objectif général du notre travail consiste a la valorisation de la flore de la région
Nord Algérien, par la recherche des composés qui peuvent avoir une utilisation thérapeutique.
Pour cela, une plante, de la famille des Lamiaceae a fait I’objet d’une étude phytochimique :

Thymus numidicus.

La présente étude, vise a évaluer les activités antibactériennes et antioxydantes de

I’huile essentielle issue de Thymus numidicus récoltée a Bouira.

Dans le premier chapitre nous effectuons un rappel bibliographique sur les huiles
essentielles, la botanique de la famille Lamiaceae, I’espéce Thymus numinicus et son

utilisation.

Le deuxiéme chapitre présente les méthodes et les techniques utilisées pour la
réalisation de ce travail a savoir : I’extraction des huiles essentielles de Thymus numidicus,
test de sensibilités des bactéries vis —a-vis de notre huile essentielle et 1’activité antiradicalaire
DPPH.

Le troisieme chapitre aborde les déferents résultats et leurs discussions.

Enfin, une conclusion générale qui portera sur une lecture attentive des différents

résultats obtenus.

>
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1.1. Définition

Une huile essentielle est définie comme un produit obtenu a partir d’une maticre
premiére d’origine végétale, aprés séparation de la phase aqueuse par des procédés physiques.
La pharmacopée européenne defini les huiles essentielles comme : « Produit odorant,
généralement de composition complexe, obtenu a partir d’une matiére premicre végetale
botaniquement définie, soit par entrainement par la vapeur d’eau, soit par distillation séche,
ou par un procédé mecanique approprié sans chauffage. L’huile essentielle est le plus souvent
séparée de la phase aqueuse par un procédé physique n’entrainant pas de changement

significatif de sa composition » (Bencheikh, 2017).
l. 2. Production mondiale des huiles essentielles

Plusieurs pays tirent une grande partie de leurs ressources de I'exploitation des plantes
a huiles essentielles. On estime aujourd’hui a environ 40 000 le nombre d'espéces aromatiques
croissant dans le monde dont 3 000 ont été étudiées et 300 espéces sont exploitées
industriellement (De Souza et al., 2006). Plus de 90 % des especes a étudier et a valoriser

poussent dans les pays tropicaux (Ouamba, 1991) .

1.3. Localisation des huiles essentielles dans la plante

Les huiles essentielles sont produites dans des cellules glandulaires spécialisées
recouvertes d’une cuticule. Elles sont alors stockées dans des cellules a huiles essentielles
(Lauraceae ou Zingiberaceae), dans des poils sécréteurs (Lamiaceae), dans des poches
sécrétrices (Myrtaceae ou Rutaceae) ou dans des canaux sécréteurs (Apiacieae ou
Asteraceae). Elles peuvent aussi étre transportées dans 1’espace intracellulaire lorsque les
poches a essences sont localisées dans les tissus internes. Sur le site de stockage, les
gouttelettes d’huile essentielle sont entourées de membranes spéciales constituées d’esters
d’acides gras hydroxylés hautement polymérisés, associés a des groupements peroxydes
(Laib, 2012).

En raison de leur caractére lipophile et donc de leur perméabilité extrémement réduite
vis-a-vis des gaz, ces membranes limitent fortement I’évaporation des huiles essentielles ainsi

que leur oxydation a I’air (Laib, 2012).
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1.4. Roles des huiles essentielles

Les essences fabriquées par les plantes servent a attirer les insectes et a en repousser
d'autres. Elles jouent un réle relationnel. Les plantes émettent des molécules volatiles pour

attirer les pollinisateurs éventuels.

Ces essences, qui sont des molécules chimiques naturelles, sont produites pour inhiber
la croissance des plantes voisines, ayant une implication anti-germinative. Elles sont tout
aussi bien élaborées quand la plante est attaquée par des prédateurs (herbivores) (Khamouli &
Grazza, 2007).

1.5. Propriétés physiques

Malgré leurs déférences de constitution, les huiles essentielles possédent en commun
un certain nombre de propriétés physiques: Elles sont généralement des liquides a la
température ambiante, incolores ou jaune pale et Peu soluble dans 1’eau et solubles dans les
alcools de titres élevés, dans les huiles fixes et dans la plupart des solvants organique. Leurs
densité est le plus souvent inferieure & 1 et possédent un indice de réfraction souvent éleve et
sont douées de pouvoir rotatoire. Elles sont également trés sensibles a 1’oxydation et ont

tendance a se polymériser pour former des produits résineux (Bruneton, 1993).

1.6. Compositions chimiques

La composition chimique d’une huile essentielle est trés complexe et soumise a de tres

nombreuses variables.

Une huile essentielle renferme majoritairement des terpénes volatils, issus de la

condensation d’unités isopréniques, et des dérivés aromatiques dérivés du phénylpropane.

1.6.1.Composés terpéniques

Seuls les monoterpenes en C10 et les sesquiterpénes en C15 peuvent étre extraits par
distillation, les autres terpénes (diterpénes en C20 et triterpénes en C30) n’étant pas entrainés
par la vapeur d’eau. Ils sont classés selon :

* leurs fonctions : alcools (géraniol, linalol), esters (acétate de linalyle), aldéhydes (citral,

citronellal), cétones (menthone, camphre, thuyone), éthers-oxydes (cinéole) ;
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* leur structure : lin€aire (farnéseéne, farnésol), monocyclique (humuléne, zingiberéne),
bicyclique (cadinéne, caryophyllene, chamazulene) ou tricyclique (cubébol, patchoulol,
viridiflorol) (Couic-Marinier & Lobstein, 2013).

1.6.1.1.Les monoterpénes (C5H16)

Les monoterpénes sont surtout présents chez les coniferes. Composeés anti-infectieux
(bactéricides virucides et fongicides), qui doivent étre utilisés parallelement aux phenols,
selon les cas, lors d’infections, ce sont également d’excellents immuno stimulants. Ils ont une
action révulsive sur la peau et sont utiles en cas de douleurs localisées : ce sont de bons
antalgiques a action percutanée. Moins violents que les phénols (Couic-Marinier &
Lobstein, 2013).

1.6.1.2.Les sesquiterpenes (C15 H24)

Les sesquiterpénes sont légérement hypotenseurs, calmants et anti-inflammatoires.
Les azulenes conferent aux HEs qui les renferment une couleur bleu sombre (HE de
matricaire). lls peuvent étre dermocaustiques et néphrotoxiques (Couic-Marinier &
Lobstein, 2013).

1.6.2.Composés aromatiques dérivés du phénylpropane

Les composés aromatiques dérivés du phénylpropane sont beaucoup moins fréquents
dans les huiles essentielles que les monoterpenes et sesquiterpenes. Citons 1’acide cinnamique
et I’aldéhyde cinnamique (HE de cannelle), I’eugénol (HE de girofle), I’anéthole et 1’aldéhyde
ainsi que (HE de badiane, d’anis, de fenouil), ainsi que le safrole (HE de sassafras) (Couic-
Marinier & Lobstein, 2013).

1.7. Facteurs influengant la composition chimique

Le rendement et la composition chimique des huiles essentielles varient d'une espece a

une autre. Cette variabilité peut étre liée a des facteurs extrinséques et intrinséques.

1.7.1.Facteurs intrinséques

Une huile essentielle doit avant étre rapportée au matériel botanique d’ou elle est issue
pour éviter toutes dénominations trompeuses du matériel végétal, L’influence du stade

végétatif, I’organe de la plante et le polymorphisme chimique « chimio types ou formes
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physiologiques » sont les principaux facteurs intrinseques qui influencent la composition et le

rendement des huiles essentielles (Aissani, 2015).

1.7.2.Facteurs extrinseques

Il s’agit de I’indice des facteurs de I’environnement et des pratiques culturales .la
température, I’humidité relative, la durée totale d’insolation et le régime des vents exercent
une influence directe, surtout chez les espéces qui possedent des structures histologiques de
stockage superficielles (ex : poils sécréteurs des lamiaceae). Lorsque la localisation est plus

profonde la qualité est beaucoup plus constante (Jean, 2009).

1.8. Toxicité des huiles essentielles

Les substances naturelles peuvent présenter des effets néfastes pour I'nomme au méme
titre que certaines substances synthétiques. Les huiles essentielles contenants surtout des
phénols et des aldéhydes peuvent irriter la peau, les yeux et les muqueuses. De plus, certaines

huiles essentielles peuvent provoquer des réactions cutanées allergiques (Beidjord, 2015).

Les huiles essentielles qui sont utilisées en parfumerie peuvent irriter les muqueuses
respiratoires et favoriser le déclenchement de crises d’asthmes pour les asthmatiques (comme

par exemple les sprays désodorisants) (Beidjord, 2015).

Une ingestion accidentelle d’huile essentielle peut, selon la sorte et la quantité, générer une
intoxication grave qui peut conduire & un coma et méme la mort. Les huiles essentielles tres liquides
peuvent parvenir dans les voies respiratoires si elles sont malencontreusement avalées ou vomis. Cela

peut conduire a une inflammation des poumons (pneumonie) (Beidjord, 2015).

Certaines huiles essentielles issues de 1’extrait du: citron, 1’orange ameére et la

bergamote deviennent toxiques sous I’influence de la lumicere.

De plus, les huiles essentielles contenants des phénols sont toxiques pour le foie (clou
de girofle, thym, origan). Les cetones et dans une moindre mesure les lactones sont

neurotoxiques (romarin, sarriette, cédre, camphre, thuya, aneth, hysope).

La toxicité des huiles essentielles peut aussi provenir des contaminants (si I’huile
essentielle est impure) et/ou des produits de dégradation de celles-ci car elles se modifient a
I’air, a la chaleur et a la lumi¢re. En effet la combustion de batons d’encens et de bougies

parfumées ou seulement I’évaporation a chaud d’huile essentielle peut libérer des substances
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de combustion, des poussi¢res fines, du formaldéhyde et d’autres substances volatiles qui

peuvent affecter les voies respiratoires (Beidjord, 2015).

1.9. Activités biologiques des huiles essentielles

Les extraits d’huiles essentielles possedent des propriétés antioxydantes,

antibactériennes et antifongiques connues de longues dates (Dongmo et al., 2002).

L'activité biologique d'une huile essentielle est en relation avec sa Composition
chimique et les possibles effets synergiques entre ses composants. Sa valeur tient a son
«totum» ; c'est-a-dire, l'intégralité de ses constituants et non seulement a ses Composés

majoritaires (Lahlou, 2004).

1.9.1. Activité antioxydante

Le pouvoir antioxydante de ces huiles est développé comme substitut dans la
conservation alimentaire. Ce sont surtout les phénols et les polyphénols qui sont responsables

de ce pouvoir.

Il existe deux sortes d’activité antioxydante selon le niveau de leur action : une activité
primaire et une activité préventive (indirecte). Les composés qui ont une activité primaire sont
interrompus dans la chaine autocatalytique de 1’oxydation). En revanche, les composés qui
ont une activité préventive sont capables de retarder 1’oxydation par des mécanismes indirects
tels que la complexassion des ions métalliques ou la réduction d’oxygene... etc (Chemloul,
2014).

1.9.2. Activité antibactérienne

Les propriétés antimicrobiennes des huiles essentielles sont bien connues et bien
documentées. En effet, de nombreux travaux de recherche ont mis en évidence leur puissante
activité antiseptique agissant aussi bien sur les bactéries, les champignons pathogenes que les
virus.

L’activité antibactérienne des huiles essentielles est la plus étudiée. On distingue deux
sortes d’effets des huiles essentielles sur ces microorganismes :

- Effet bactéricide (bactéricidie) : exercant une activité mortelle

- Effet bactériostatique (bactériostase) : entrainant une inhibition de la croissance.
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Plusieurs mécanismes sont mis en jeu : Précipitation des protéines et des acides nucléiques ;
Inhibition de la synthese des macromolécules (ADN, ARN, protéines et peptidoglycanes) et
de la perméabilité membranaire sélective et détérioration membranaire ; Modification de la
morphologie de la cellule bactérienne et 1’absorption et la formation d’un film autour de la
cellule bactérienne avec inhibition des processus de respiration, d’absorption et d’excrétion

(Figure 1) (Bencheikh, 2017).

Coagulation du cytoplasme
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Figure 1. Sites d'action des huiles essentielles sur la cellule bactérienne. (Burt, 2004)

1.9.3. Activité antifongique

Les huiles essentielles ont un grand pouvoir antifongique aérien et cutané. Les modes
d'actions antifongiques sont assez semblables a ceux décrits pour les bactéries. Cependant, il
faut y ajouter deux phénomeénes supplémentaires inhibant I'action des levures: I'établissement
d'un gradient de pH et le blocage de la production d'énergie des levures (*'phénomeéne de

respiration™).

La plupart des composés terpéniques sont de trés bons agents antifongiques. Le thymol,
le carvacrol, et I'eugénol sont les composés les plus actifs (Khaldi, 2017).
1.10. Méthodes d’extraction des huiles essentielles

Plusieurs méthodes existent pour extraire les huiles essentielles. Elles sont basees
principalement sur I'entrainement a la vapeur, I'expression, la solubilité et la volatilité. Le

choix de la méthode la mieux adaptée se fait en fonction de plusieurs paramétres tels que la
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nature de la matiéere végeétale a traiter, des caractéristiques physico-chimiques de I'essence a

extraire, et I'usage de I'extrait et I'aréme du départ au cours de I'extraction.

1.10.1. Extraction par hydro distillation de I’huile essentielle

Ce mode d’extraction a été proposé par Garnier en 1891, c’est la méthode la plus
utilisée pour extraire les HE et pouvoir les séparer a 1’état pur mais aussi de fournir de
meilleurs rendements. Le principe consiste a immerger directement la matiére végétale a
traiter dans un ballon rempli d’eau qui est ensuite porté a ébullition, les vapeurs hétérogénes
vont se condenser sur une surface froide et I’HE sera alors séparée par différence de densité

(figure 2) (Bruneton, 1993).

Schéma d'un montage dhydrodistillation
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Figure 2. Montage d'extraction par hydrodistillation (anonyme 1)

1.11. Description de la plante (Thymus numidicus)

Thymus numidicus est un petit arbuste a tiges érigées haut de 5 a 6 pouces, qui se
divise des sa base en branches et en rameaux nombreux, garnis de feuilles linéaires, 2 a 5 fois
plus longues que larges, sessiles, plus longues que les entrenceuds. Les fleurs sont petites,
purpurines, réunies a I’extrémité des rameaux en épis courts, epais, et formant la téte; leur
calice est tres velu (figure 3). Cette plante croit dans les lieux arides et pierreux, en Barbarie
(Kouch, 2014).
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L 9

Figure 3. Le thym : Thymus-numidicus (poiret) (Saidj, 2007).

1.12. Répartition géographique de I’espéce

Thymus numidicus est une espeéce endémique algérienne, que 1’on retrouve dans le
secteur de I’ Atlas tellien, la grande et la petite Kabylie, au niveau du Tell constantinois et de
Skikda a la frontiere tunisienne.

1.13. Taxonomie

La classification du Thymus numidicus (El Ajjouri, Satrani et al., 2008)

Embranchement Phanérogames
Classe Dicotylédones
Ordre Tribuflorales
Famille Lamiaceae
Sous-famille Nepetoideae
Tribu Menthone
Genre Thymus
Espece numidicus

1.14. Propriétés de la plante

Le Thymus numidicus est attribué dans 1’ Assaisonnement des aliments et des boissons,
un bon antiseptique, désinfectant dermique et un spasmolytique bronchique dont il est

indiqué pour traiter les infections des voies respiratoires supérieures. Les principaux

10
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constituants du thym montrent des propriétés vermifuges et vermicides (Bazylko &
Strzelecka, 2007), Propriétés antivirales, antifongiques, anti inflammatoires, et
antibactériennes dont une étude récente a montré que les extraits méthanoliques et hexaniques
des parties aériennes de Thymus vulgaris inhibent la croissance de Mycobacterium
tuberculosis (bactérie qui cause la tuberculose) (Camacho-Arroyo et al., 2017), Propriétés
antioxydants (Golmakani & Rezaei, 2008) . En raison de ces propriétes, le thym est utilisé
comme un conservateur afin de prolonger la durée de conservation des poissons Thunnus
thymnus durant leur stockage (Selmi & Sadok, 2008).

1.15. Les huiles essentielles de Thymus numidicus

Les huiles essentielles de thym (Thymus numidicus (Poiret)) d'Algérie ont été isolées
par distillation a la vapeur, analysée par chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (GCMS).L'huile essentielle de thym a un aspect liquide mobile, de

couleur jaune et une agréable odeur aromatique et Iégerement épicée.

Cette huile est caractérisée par un contenu important dans le composé oxygéne.
Thymol et carvacrol sont les principaux composés avec 51,0% et 9,4% respectivement;
linalol et thymol-méthyl-éther qui sont les seconds composés plus abondants sont présents
respectivement a 3,3% et 3,2% et le p-cymene présent avec 0,5%, est le seul monoterpéne
identifié. Parmi les sesquiterpenes identifiés, le I'isocaryophylléne est le plus abondant avec
2,7% (Saidj et al., 2008).

1.16. Usage de la plante

Le thym est utilisé frequemment par les populations autochtones grace a ses diverses
propriétés importantes. C'est une plante aromatique trés odorante, utilisée dans la cuisine
algérienne pour faire les différents plats ; recommandée contre tous les types de faiblesse, et
indiquée pour les crampes d'estomac, les inflammations pulmonaires et les palpitations, ainsi
que les affections de la bouche, les contusions (Iésion produite par un choc sans déchirure de
la peau), et les accidents articulaires (Haddouche, 2011).1l est considérée aussi comme l'un
des remedes populaires les plus utiles et efficaces, dans le traitement des affections
respiratoires ; rhume, grippes, et angine. Il contribue également dans le nettoyage et la

cicatrisation des plaies, et aussi I'expulsion des gaz intestinaux (Hans, 2007).
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Il entre aussi dans la composition de produits cosmétiques .Son huile essentielle riche

en thymol est couramment utilisée pour la confection de savons et d’autres produits (Saidj et

al., 2008).
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L’extraction et 1’étude de I’activité antibactérienne et antioxydante de 1’huile essentielle
de Thymus numidicus est réalisée au laboratoire pédagogique de la faculté des sciences de la

nature et de la vie et des sciences de la terre de 'université Akli Mohand Oulahdj Bouira.

11.1. Matériel végétal
11.1.1.0rigine et période de récolte de Thymus numidicus
Thymus numidicus a été récolté au début de mois de mai de I’année 2018, dans la

région de Ait laziz dans la wilaya de Bouira.

Seule la partie aérienne (feuilles et tiges) est utilisée pour 1’obtention des huiles

essentielles.

I1.2.Extraction de I’huile essentielle
11.2.1.Dispositif d’extraction

L'extraction de I'nuile essentielle a été effectuée par hydrodistillation dans un appareil
de type Clévenger. Il est constitué d’une chauffe ballon, un ballon en verre pyrex ou 1’on
place le matériel végétal et de 1’eau distillée, une colonne de condensation de la vapeur
(réfrigérant) et un collecteur en verre pyrex également qui recoit les extraits de la distillation.
(Figure 4)

Figure 4. Montage d'hydrodistillation employeé pour I'extraction de I'huile essentielle.
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11.2.2.Procédé d’extraction

L’extraction de I’huile essentielle du T.numidicus est faite selon le plan suivant (figure 5)

[ Matériel végétal + Ean ]

S Hydro distillation —Chauffage

[ Vapeur+ HE
b Condensation

[ Eau+Traces d"HE
= l’ Décantation

[ HE+Hydrolat ]

[ HE pur ] Seéparation [ Hydrolat ]

Figure 5. Les étapes d'extraction d'huile essentielle (Belkhiri, 2015).

11.2.3.Conservation de I’huile essentiel obtenue

L’huile essentielle extrait est conservée a une température de 4°C, dans un flacon en
verre stérile fermé hermétiqguement pour la préserver de l'air et de la lumiére (en utilisant le

papier d’aluminium).
11.2.4.Détermination du rendement d’extraction

Selon la norme (Association francaise de, 1986), le rendement en huile essentielle
(Rd), est défini comme étant le rapport entre la masse de I’huile essentielle obtenue apres
extraction (M") et la masse de la matiére végétale utilisée (M). Il est donné par la formule
suivante :
Rd=M’/M.100
Rd: Rendement en huile essentielle exprimée en pourcentage (%).
M*: Masse de I’huile essentielle obtenue en gramme (g).

M: Masse de la matiére végétale seche utilisée en gramme (g).

14
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11.3. Activites biologiques :

11.3.1.Evaluation de ’activité antibactérienne

C’est une méthode in-vitro du pouvoir antibactérien des composés. La technique
utilisée est celle du contact direct, qui compte deux méthodes : la méthode des puits et la

méthode des disques.

L’activité antibactérienne de 1’huile essentielle de Thymus numidicus est réalisée par
la méthode des puits, au niveau du laboratoire pédagogique du département des sciences

Biologiques de I’Universit¢ Akli Mohand Oulhadj Bouira.

11.3.1.1.0rigine et choix des souches bactériennes

L’activité antimicrobienne de I’huile essentielle de Thymus numidicus a été évaluée
sur trois souches bactériennes (Escherichia coil, Staphyloccous aureus et Enterococcus

faecalis).

Ces souches nous ont été fournies par le laboratoire de recherche de biologie de
I’Université de Bouira (Tableau 11.1)
Tableau I1.1 : Les noms botaniques et les références des souches bactériennes utilisées

Bactéries Souches Références
Gram positif Staphylococcus aureus ATCC 25923
Enterococcus faecalis ATCC 29212
Gram négatif Escherichia coli ATCC 25922

11.3.1.2.Conservation des souches

Les souches bactériennes ont été conservées a 4°C, dans la gélose nutritive inclinée.
11.3.1.3. Choix des milieux de culture

Suivant les méthodes employées dans I’essai et selon les souches. Les milieux de
culture utilisés sont comme suites : Gélose nutritif(GN), Muller Hinton (MH) et boillon coeur
cervelle(BHIB).
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11.3.1.4. Méthode des puits

La méthode des puits est la technique choisie pour déterminer 1’activité antibactérienne
de I’huile essentielle a tester. Cette méthode repose sur le pouvoir migratoire des huiles
essentielles sur un milieu solide a I’intérieur d’une boite de Pétri. Cette méthode nous permet
de mettre en évidence I’effet antibactérien de I’huile essentielle sur les bactéries, ainsi que la
détermination de la résistance ou la sensibilité de ces bactéries vis-a-vis de cette huile
essentielle. Cette méthode consiste & faire des puits remplis d’une quantité de [’huile
essentielle & la surface de la gélose ensemencée par les germes a tester et de mesurer les

diametres d’inhibition en millimétre (mm) aprés incubation.

Mode opératoire
» Isolement des souches bactériennes

Le prélevement des souches bactériennes sont testés par anse et ensemences selon la
méthode de stries sur une boite de Pétri coulée par gélose nutritive puis incuber 18 a 24 heurs

a 37 °C, pour I’obtention des souches pures et jeunes.
» Préparation de milieu de culture MH

Faire fondre le milieu de culture Mueller —Hinton dans un bain marie a 95°C, puis
couler aseptiquement dans les boites de Pétri a raison de 15 ml (la moitie de la boite) par

boite, on laisse refroidir et solidifier sur la paillasse.
» Préparation de I'inoculum

A partir d’'une culture jeune de 18h ,on réalise des suspensions en prélevant 3 a 5
colonies bien isolées , qu’on dépose dans 9 ml d’eau physiologique stérile , puis on agite au
vortex pendant quelque secondes .

Pour le calcul de la transmittance, on utilise un spectrophotometre réglé sur une longueur
d’onde de 625 nm. La transmittance doit étre entre 0.08 et 0.1, ce qui correspond a une

concentration de 10" & 10% germes /ml.
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> Ensemencement

Cette opération se fait apres la préparation de I'inoculum, avec un écouvillon on prend
des colonies bactériennes, puis on flotte I'écouvillon sur la totalité de la surface de MH, en
haut et bas, en strie serrées, un étalement uniforme en nappe et laisser sécher les boites

pendant 15 a 20 min.
» Preparation de dilution

Le but est d’avoir une dilution de 1%. Prendre 100 pl de I’huile essentielle de Thymus
numidicus puis ajouté 9900 ul de DMSO et bien agité.

» Deépbt des puits

Creuser des puits de 6 mm de diamétre a 1’aide d’une pipette Pasteur stérile. Dans le but
d’éviter la surfusion des extraits sous la gélose et on remplit chaque puits comme suite :
-1er puits : 10 pl d’HE dilué de Thymus numidicus.
-2éme puits : 10 ul de DMSO comme témoin négatif.

Les boites de Pétri sont ensuite fermées et laissées diffuser a la tempeérature ambiante

pendant 30 minutes, ensuite mises a 1’étuve a la température de 37 °C pendant 24h.
» Lecture

L'activité antimicrobienne se manifeste par l'apparition d'un halo d’inhibitions de la
croissance microbienne autour des puits contenant l'extrait a tester.
Le résultat de cette activité est exprimé par le diamétre de la zone d'inhibitions et peut étre
symbolisés par des croix. La souche ayant un diamétre :
Non sensible (-) pour @<8 mm.
Sensible (+) pour 9-14 mm.
Tres sensible (++) pour @ 15-19 mm.

Extrémement sensible (+++) pour @ >20 mm.(Ponce et al., 2003)
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11.4. Activite antioxydante
11.4.1. Méthode de DPPH

Pour évaluer I’activité antioxydante de I’huile essentielle nous avons utilisé la

méthode du DPPH (1,1-diphényl-di-picrylhydrazyl) avec des modifications.

La solution de DPPH est obtenue en dissolvant 4 mg de la poudre dans 100 ml de
I’éthanol. L’huile essentielle a été préparée par dissolution dans 1’éthanol absolu. Le test
s’effectue en mélangeant 1 ml de la solution précédente de DPPH avec 1ml de I’huile a tester
a différentes concentrations. Apres une période d’incubation de 30 minutes a la température
du laboratoire, 1’absorbance est lue a 517 nm.

Selon (Chen et al., 2004; Leitdo et al., 2002) , L’inhibition du radical libre de DPPH
en pourcentage (1%) est calculé de la maniere suivante
I % = ([A blanc -A échantillon]/A blanc)

Avec :

A blanc : I’absorbance du témoin (contenant tous les réactifs sans le produit a tester).

A échantillon : ’absorbance du test.

Le graphique de la variation du pourcentage d’inhibition en fonction de Ia
concentration de I’huile essentielle permet de déterminer I’IC 50 correspondant a 50 %
d’inhibition et qui constitue 1’activité antioxydante de 1’huile essentielle. Cette valeur est

comparee a celle trouvée pour le composé de référence.
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I11.1.Rendement de I’huile essentielle

Les échantillons de Thymus numidicus ont fourni un taux relativement faible d’environ
0,4%. Ce rendement peut étre considéré comme faible par rapport des rendements plus élevés
ont été rapportés par (Hadef et al., 2007), lors d’un travail réalisé sur la méme espéce qui est
de 1,1%. Méme constatation quant aux résultats de (Djeddi et al.,2015) qui ont obtenu un
rendement de 1,02% pour la méme espéce récoltée a Annaba en période de floraison, Et par
(Ghorab, Kabouche, & Kabouche, 2014), ils sont de 1’ordre de 2% pour I’huile essentielle de
T. numidicus de la région de Constantine et de 2,4% pour 1’huile essentielle de T. numidicus

de la région d’ Azzazga.

Les divergences observées seraient dues a plusieurs facteurs, notamment les facteurs
bioclimatiques et environnementaux, la période de la récolte, I'effet de la technique

d’extraction sur le rendement (Sanchez et al., 2010).

I11.2. Activités biologiques
111.2.1.Activité antimicrobienne

Les huiles essentielles sont reconnues par leurs composants naturels, comme les
monoterpenes, diterpénes et les hydrocarbures avec des groupes fonctionnels divers. Dans les
années 1990, Muanza et ses collaborateurs ont recherchés des extraits de plantes
potentiellement bioactifs contre les bactéries et les moisissures (Muanza et al., 1995;
Muanza et al.,1994). Depuis, beaucoup d'autres chercheurs ont rapporté 1’effet antimicrobien
(Cowan, 1999; Hoffman et al., 2004; Mau, Chen, & Hsieh, 2001; Sivropoulou et al., 1997)
et antifongique (Adam et al., 1998; Daferera et al., 2000; Moretti et al., 1998; Mueller-
Riebau et al., 1995; Rakotonirainy & Lavédrine, 2005; Sridhar et al., 2003) des huiles
essentielles dans I’application agroalimentaire, la recherche pharmaceutique et dans d’autres
domaines. Plusieurs composés sont souvent cités comme responsable des propriétés
antiseptiques des huiles essentielles: le thymol, le carvacrol, le cinnamaldéhyde, I'eugénol, le
1,8-cinéole, le camphre et les thujones (Hubert &  Schafer, 2008).

L’activité antibactérienne de I'huile essentielle de T.numidicus est évaluée sur trois
germes pathogénes (Escherichia coli, Staphylocaccus aureus, Enterococcus faecalis) apres 24

heures d'incubation a une température adéquate de 37°C.
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Cette activité est évaluée par la méthode de diffusion des puits, le pouvoir
antibactérienne de cette huile essentielle est obtenu par la mesure du diamétre de zone
d'inhibition en (mm) & I'aide d'une régle (Figures 6, 7,8).

Figure 6. Faecalis enterococcus

Figure 7 .Staphylococcus aureus

@
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Figure 8 .E.coli

Pour I’huile essentielle de T .numidicus, les résultats de 1’activité antibactérienne est

résumée dans le tableau I11.1.

Tableau I111.1 : Résultats de I’aromatogramme (diamétres des zones d'inhibition en mm de

dilution et DMSO)

Produits
testes
Témoin HE HE
Souches DMSO PURE Diluée
bactériennes
_ _ 6 mm
Escherichia coli _ _ 10mm
_ _ 10mm
Moyenne _ _ 8.66mm
_ _ 6mm
Staphylococcus
aureus - _ 10mm
_ _ 10mm
Moyenne _ _ 8.66mm
_ _ 10mm
Faecalis enterococcus _ _ 30mm
_ _ 30mm
Moyenne 23.33mm
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Figure 9.Histogramme présentant les zones d’inhibition pour toutes les souches bactériennes.

A partir les résultats des diameétres des les zones d'inhibition dans le (Tableau 111.1) et
(Figure 9). L’HE de Thymus numidicus a montré une activité antibactérienne par rapport a
toutes les souches bactériennes testées, la concentration de 1% a été largement suffisante
pour arréter la croissance de Faecalis enterococcus (Gram +) qui s’est montré le plus
vulnérable a cette HE par des zones d’inhibitions (10mm / 30mm/ 30mm), suivi du
Staphylococcus aureus (Gram +) par des zones d’inhibitions ( 6mm/ 10 mm/ 10mm) et
d’Escherichia coli (Gram -) par des zones d’inhibitions ( 6mm/ 10mm/ 10mm) .

Selon les études antécédentes (Ponce et al., 2003) :

e Faecalis enterococcus : Extrémement sensible (+++)
e Staphylococcus aureus : Sensible (+)

e Escherichia coli : Sensible (+)

> Escherichia coli

Les résultats de I’activité antibactérienne de I’HE sur ces souches sont tout a fait
satisfaisants, les diamétres obtenus vont de 49,1 a 69 mm et la CMI varie entre 0,34 et 0,67
mg/ml (Kouch et al., 2014).
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» Staphylococcus aureus

Ces mémes souches se sont montrées treés sensibles a 1’huile essentielle testée puisque les
diameétres des zones d’inhibitions sont trés importants, ils sont compris entre 32 et 78 mm, la

CMI quant a elle est de 0,34 mg/ml (Kouch et al., 2014).

> Faecalis enterococcus

L’HE de Thymus fontanesii pure a une forte activité sur toutes les souches bactériennes
testées (D >30 mm) sauf sur Pseudomonas aeruginosa (D<16mm). Elle diminue la masse

mycélienne de Staphylococcus aureus, de Bacillus subtilis, de Faecalis enterococcus.

Le thymol a une activité tres fortement inhibitrice sur Faecalis enterococcus (26mm)
(Mebarki, 2010).

L’¢étude de I’activité antimicrobienne des deux types d’huiles essentielles nous a permis
de constater que I’huile essentielle de Thymus pallescens est efficace sur la totalité des

souches testées.

L’activité inhibitrice de ces huiles est aussi plus accentuée sur les bactéries Gram positif
que sur les bactéries Gram négatif avec Enterococcus feacalis comme bactérie la plus sensible
aux deux huiles (Bélilia Belkheir et al., 2012).

Des études antécédentes ont montré que la majorité des HEs testées pour leurs
propriétés antibactériennes ont un effet plus prononcé contre les Gram +. La résistance des
Gram — est attribuée a leur membrane externe hydrophile qui peut bloquer la pénétration de
composés hydrophobes dans la membrane cellulaire cible (Wan, Wilcock, & Coventry,
1998).

Cette activité antibactérienne des HEs pourrait étre expliquée par 1’interaction
moléculaire des groupements fonctionnels des composants des HEs avec la paroi des bactéries
ce qui provoque de profondes lésions. On peut conclure donc que cette activité peut étre le

résultat d’un effet synergique entre plusieurs composés de cette HE (Senatore et al., 2005).

Les especes du genre Thymus sont connues par leurs activités antibactériennes
importantes, cette activité est due a leur composition chimique riche en composés phénoliques

tels que le thymol et le carvacrol. En effet, la composition chimique de 162 especes
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différentes analysées appartenant au genre Thymus a montré que 77 especes contient plus de

10 % en thymol et 73 especes ont plus de 10 % en carvacrol (Sthal-Biskup & Saez, 2002).

111.2.2. Activité antioxydante

L'activité antioxydante est tributaire de la mobilité de I'atome d'hydrogéne du
groupement hydroxyle des composés phénoliques de I'huile essentielle. En présence d'un
radical libre DPPH, I'atome H est transféré sur ce dernier alors transformé en une molécule
stable DPPH, ceci provoque une diminution de la concentration du radical libre et également
I'absorbance au cours du temps de réaction jusqu'a I'épuisement de la capacité d'antioxydant
donneur d'hydrogéne (Masuda et al., 1999; Villano et al., 2007).

Le DPPH présente une coloration violette sombre mais lorsqu'il est piégé par des
substances antioxydantes sa couleur vire vers le jaune pale, le virage vers cette coloration et
I'intensité de cette coloration dépend de la nature, la concentration et la puissance de la

substance anti-radicalaire (Rolland, 2004).

L'utilisation du radical par le DPPH a le méme mécanisme que celui des antioxydantes
des aliments (Bounatirou et al., 2007).

L’activité antiradicalaire de I’huile essentielle a été évaluée par le test du piégeage du
DPPH, cette valeur a été comparée a celle de I’acide ascorbique qui est un antioxydant
synthétique de référence. Les figures 10 et 11 représentent respectivement le suivi de la
réduction du DPPH en solution par 1’acide ascorbique et par 1’huile essentielle de Thymus
numidicus.
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Figure 10. Activité antiradicalaire de I’huile essentielle du Thymus numidicus.
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Figure 11. Activité antiradicalaire de I’acide ascorbique.
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Tableau I11.2 : Activité antiradicalaire par la méthode de DPPH

Huile essentielle du Thymus Acide ascorbique
numidicus
DPPH IC50 (mg/ml) 0.5+ 0,03 mg/ml 0.51+ 0,004 mg/ml

Les résultats obtenus nous permettent de constater que 1’activité antiradicalaire est
dose dépendante, comme cela a été rapporté par plusieurs auteurs (Dongmo et al., 2002), car
elle augmente avec ’augmentation de la concentration de 1’antioxydante dans le milieu
réactionnel, aboutissant a un plateau qui correspond a I’éradication presque totale du DPPH.

L’activité antioxydant des huiles essentielles du thym a été évaluée au moyen du test
DPPH. Les concentrations qui fournissent 50% d’inhibition (IC50) sont calculées a partir des

courbes de la figure 10 et 11 et sont présentées dans le tableau 111.2 (les IC50).

Dans la présente ¢tude, I’'IC50 de I’huile essentielle de T. numidicus a été estimé a
(0.5+ 0,03 mg/ml). Ce résultat ttmoigne d’un potentiel antiradicalaire satisfaisant, comparée
a celui du de I’acide ascorbique (0.51+ 0,004 mg/ml). Les résultats des travaux réalisés sur T.
numidicus sont divergents, ceux de (Djeddi et al., 2015) qui ont travaillé sur T. numidicus
d’Annaba sont en accord avec les noétres, puisque 1I’IC 50 rapporté s’éléve a 0.5mg/ml. Alor
que les résultats obtenus par (Hazzit, Baaliouamer, Faleiro, & Miguel, 2006) attestent que
I’huile essentielle de T. numidicus récolté au centre algérien (Azzazga) est dotée d’un fort

potentiel antioxydante.

D’aprés (Ruberto & Baratta, 2000), les composés terpéniques sont a 1’origine de
I’activité antioxydante des huiles essentielles, leur mécanisme d’action est le piégeage des
radicaux libres par transfert d’un atome d’hydrogene sur le DPPH qui devient stable sous sa

forme DPPH (Sanchez-Moreno, Larrauri, & Saura-Calixto, 1998).
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Conclusion générale

Un grand nombre de plantes aromatiques contiennent des composés chimiques ayant
des propriétés biologiques différentes. Plusieurs travaux de recherche ont été focalisés sur les
huiles essentielles extraites de ces plantes aromatiques. Cependant, les travaux de recherche
sur les propriétés antioxydantes, antibactériennes et antifongiques de certaines plantes sont
rares. Par conséquent, I'évaluation de telles propriétés demeure une tache intéressante et utile,
en particulier pour trouver de nouvelles sources d’agents antimicrobiens naturels. Dans ce
contexte, nous avons essayé d’évaluer in vitro des activités antibactériennes et antioxydants
de I’huile essentielle extraite des fleurs de Thymus numidicus.

L’extraction de I’huile essentielle de T.numidicus a été reéalisée par hydrodistillation.

Le rendement a été voisin de 0.4%.

L’évaluation de I’activité antibactérienne, par la méthode des puits nous a permis de
mettre en évidence le pouvoir antibactérien de I’huile essentielle de Thymus numidicus vis-a-
vis des trois bactéries. Ce pouvoir est relativement fort, avec des zones d’inhibition variant

entre 6 et 30 mm.

Concernant 1’activité antiradicalaire, ’IC50 de I’huile essentielle de T. numidicus a été
estimé a (0.5% 0,03 mg/ml). Ce résultat t¢émoigne d’un potentiel antiradicalaire satisfaisant,

comparée a celui du de I’acide ascorbique (0.51+ 0,004 mg/ml)

En fin, nos résultats indiquent que 1’huile essentielle de Thymus numidicus a une tres

grande activité antibactérienne.

A D’essor de la présente étude, il serait intéressant de mener une étude plus
approfondie sur I’huile essentielle des fleurs de Thymus numidicus afin d’isoler, de purifier et

d’identifier les composés ayant une activité antibactérienne.
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Annexes

Annexe 1 : Principales especes

Les principales espéces du thym et leurres localisation en Algérie.

Espéces Découverte par Localisation
Thymus capitatus Hoffman et Link Rare dans la région de
Tlemcen
Thymus fontanesii Boiss et Reuter Commun dans le Tell

Endémique Est Algérie-

Tunisie
Thymus commutatus Battandier Endémique Oran
Thymus numidicus Poiret Assez rare dans :

Le sous secteur de I’atlas
tellien

La grande et la petite
Kabylie

De Skikda & la frontiére
tunisienne

Tell constantinois

Thymus guyoni Noé Rare dans le sous secteur des
hauts plateaux algérois,

oranais et constantinois

Thymus lancéolatus Desfontaine Rare dans :
le secteur de I’atlas tellien
(Terni de Médéa Benchicao)
et dans le sous secteur des
hauts  plateaux algérois,
oranais (Tiaret) et

constantinois

Thymus pallidus Coss Tres rare dans le sous secteur
de L’Atlas Saharien et

constantinois

Thymus hirtus Willd Commun sauf sur le littoral

Thymus glandulosus Lag Tres rare dans le sous secteur




Annexes

des hauts plateaux algérois

Thymus algériensis Boiss et Reuter Trés commun dans le sous
secteur des
hauts plateaux algérois,

oranais

Thymus munbyanus Boiss et Reuter Endémique dans le secteur

Nord algérois

Annexe 2 : Récapitulation des principales huiles essentielles produites et des principaux

Pays producteurs dans le monde en 2008.

Huiles essentielles Production (Tonnes) Principaux pays
producteurs

Huiles d'oranges 51000 USA, Brésil, Argentine

Huiles du citron 9200 Argentine, Italie, Espagne

Huiles de I'eucalyptus 4000 Chine, Inde, Australie,

Afrique du Sud

Huile de la menthe poivrée 3300 Inde, USA, Chine
Huile du clou de girofle 1800 Indonésie, Madagascar
Essence de la citronnelle 1800 Chine, Sri Lanka
Huiles de la menthe verte 1800 USA, Chine

Huiles du bois de cedre 1650 USA, Chine

Huile de la lavande 1100 France




Etude de P’activité antimicrobienne et antioxydante de I’huile essentielle du Thymus
numidicus .
Résumé

Plusieurs travaux de recherche ont été concentrés sur les huiles essentielles extraites
des plantes aromatiques. Les différents résultats publiés indiquent qu’elles sont douées de
plusieurs propriétés biologiques.

Dans ce contexte, nous avons essayé d’évaluer in vitro 1’activité antibactérienne et
antioxydante de I’huile essentielle extraite de Thymus numidicus.

L’extraction a été réalisée par hydrodistillation des tiges et feuilles de la plante, le
rendement a été voisin de 0.4 %.

D’apres les résultats de 1’activité antibactérienne obtenus suite a la méthode des puits
on peut conclure que I’huile essentielle de Thymus numidicus. a une forte activité
antibactérienne.

L’activité antiradicalire de 1’huile essentielle a été évaluée par le test du piégeage du
radical libre DPPH, 1I’étude s’est soldée par des bons résultats, comparés aux antioxydantes de
référence.

Mots clés : Huile essentielle, activité antibactérienne, Thymus numidicus, activité
antiradicalaire

Study of the antimicrobial and antioxidant activity of the essential oil of Thymus
numidicus
Abstract
Several research studies have focused on the essential oils extracted from aromatic
plants. The different results indicate that they are endowed published several biological
properties.
In this context, we tried to evaluate in vitro the antibacterial and antioxidant activity of
the essential oil extracted from stems and leaves of Thymus numidicus .
The extraction was carried out by hydrodistillation of the stems and leaves of the
plant, the yield was close to 0.4%.
And according to the results obtained following the method of wells it can be
concluded that the essential oil of Thymus numidicus has a strong antibacterial activity.
Antiradical activity of the essential oil was evaluated by testing the free radical
scravenger of DPPH; the study has given good results, compared to standards antioxidants.
Key words: Essential oil, Antibacterial, Thymus numidicus, antioxidant
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