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Résumé

Le Thym est un arbrisseau appartenant a la famille des Lamiacées utilisé depuis
I’antiquité en médecine traditionnelle pour ses vertus thérapeutiques et préventives. Le but de
cette étude est d’évaluer I’activité antibactérienne de I’huile et de I’extrait brut de Thymus
vulgaris par une technique de diffusion sur puits d'agar et déterminé leur concentration
minimale inhibitrice contre les bactéries pathogenes .Ainsi que 1'étude de propriétés physico-
chimiques. L'extraction de nos I’huile essentielle est réalisée par la méthode d’hydro
distillation ainsi I’extrait brut obtenus par macération. Le test de mise en évidence de son
pouvoir antibactérienne est réalisé sur trois souches bactérienne (Escherichia Coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa).Les résultats montrent que 1’extrait du
Thymus vulgaris possede une forte activité antibactérienne représentée avec des diametres
d’inhibition variant entre 24mm et 34mm pour I’extrait brut et avec un diametre de 13 mm a
32 mm pour huile essentielle ,Le rendement d’huile essentielle et d’extrait obtenu est de
1,11% et 3.43% successivement., et nos résultats des analyses physicochimiques sont
conformes aux normes AFNOR. Concernant les souches bactériennes montré que
Staphylococcus aureus était la plus sensible que .Escherichia coli et Pseudomonas
aeruginosa et la Concentration minimale inhibitrice de 1’extrait Brut de thymus vulgaris vis-
a-vis de Staphylococcus aureus est de 1/16, et de Pseudomonas aeruginosa est de 1/32, par
contre Staphylococcus aureus est de 1/8, et de Pseudomonas aeruginosa est de 1/16. Dans
la présente étude, 1’huile et I'extrait brut de thymus vulgaris il est efficace contre les
organismes a Gram+ et a Gram-. Ainsi, cette étude permet de conclure que 1’huile et 1’extrait

brut de thym possede une activité antibactérienne.

Mots clés: Thymus vulgaris, huiles essentielle, Extrait brut, activité antibactérienne,

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa.



Abstract

The Thyme is a shrub belonging to the Lamiaceae family used since ancient times in
traditional medicine for its therapeutic and preventive properties. The purpose of this study is
to evaluate the antibacterial activity of the oil and crude extract of Thymus vulgaris by a
diffusion technique on agar wells and determine their minimal inhibitory concentration
against pathogenic bacteria as well as the study of physico-chemical properties. The
extraction of our essential oil is carried out by the hydrodistillation method and the crude
extract obtained by maceration. The test to demonstrate its antibacterial power is performed
on three bacterial strains (Escherichia Coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa). The results show that the extract of Thymus vulgaris has a high antibacterial
activity represented with inhibition diameters varying between 24mm and 34mm for the crude
extract and with a diameter of 13mm to 32mm for essential oil. The yield of essential oil and
extract obtained is 1.11% and 3.43% successively, and our physicochemical analysis results
are in compliance with AFNOR standards. Concerning the bacterial strains shown that
Staphylococcus aureus was the most sensitive than Escherichia coli and Pseudomonas
aeruginosa and the minimum inhibitory concentration of the crude extract of thymus vulgaris
against Staphylococcus aureus is 1/16, and Pseudomonas aeruginosa is 1/32, whereas
Staphylococcus aureus is 1/8, and Pseudomonas aeruginosa is 1/16. In this study, the oil and
crude extract of thymus vulgaris it is effective against Gram+ and Gram- organisms. Thus,
this study leads to the conclusion that the oil and crude thyme extract have antibacterial
activity.

Key Words : Thymus vulgaris , antibacterial activity, crude extract , Escherichia coli,

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa.
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Introduction

Depuis des milliers d’années, ’homme utilisé les plantes trouvées dans la nature pour
traiter et soigner des maladies (SANAGO, 2006), L utilisation des plantes en phytothérapie
est trés ancienne et connait actuellement une région d’intérét au prés du public, selon
I’organisation mondiale de la santé (O.M.S.,2003) environ 65- 80% de la population mondiale
a recours au médicine traditionnelle pour satisfaire ses besoins en soins de santé primaire, en
raison de la pauvreté et du manque d” acces a la médicine moderne (MA et al., 1997).

La phytothérapie est la science des plantes médicinales ou la médication par les plantes,
c’est 'une des sources de traitement des maladies qui demeurent basé sur 1’observation ou
I’analyse vient confirmer ce qu’on observe depuis déja des millénaires (BELOUD, 2001 ;
PROVOST, 1991).

Les plantes médicinales sont utilisées depuis des siecles comme remede a diverses
maladies humaines. Ces plantes doivent leur pouvoir thérapeutique a des substances, dites
alors actives, qu'elles renferment. Pour 1'évaluation de l'activité biologique de ces plantes, il
est impératif de recourir a des tests biologiques appropriés et a des méthodes de screening
chimique (Tyihak ez al, 2007).

Le climat méditerranéen en Algérie favorise la croissance des plantes sauvages, mais
malheureusement, parmi les différentes especes de la flore algérienne, jusqu’a présent, peu
d’entre elles sont étudiées. La valorisation de ces ressources naturelles végétales passe

essentiellement par I’extraction de leurs huiles essentielles (Haoui et al, 2015).

Les huiles essentielles et les ardbmes constituent dans ce contexte la majeure partie des
composés aromatiques naturels qui sont aujourd’hui de plus en plus utilisés dans différents
domaines. Ces extraits sont obtenus par distillation et par extraction aux solvants et possedent

un large éventail d’activités biologiques.

Thym En raison de sa saveur aromatique, est provoque une stimulation réflexe des
sécrétions salivaires, gastriques et biliaires. Il est ainsi utilisé pour ses propriétés régulatrices
de l'appétit et comme stimulant digestif, cicatrisantes, vermifuge, antiseptique. Des extraits de
thym ainsi que son huile essentielle sont fortement antimicrobiens. Tous les chimiotypes sont
actifs, mais l'activité bactéricide est plus marquée pour les types a thymol et a carvacrol
(Teuscher et al. 2005). L’huile essentielle du Thym est caractérisée par un fort potentiel

antimicrobien (Cosentino et Palmas, 1999).

]



Introduction

L’objectif de notre travail vise en particulier a étudier 1’effet antibactérienne 1’huile
essentielle de thymus vulgaris extraits par la méthode d’hydrodistillation afin de tester in
vitro son activité par la méthode de contact direct sur milieu solide. Ainsi déterminant la

concentration minimale inhibitrice(CMI).

Ce travail est devisé€ en deux parties, la premiere partie est une synthese bibliographique
consacré a l'étude des plantes médicinales, description botanique, les propriétés
thérapeutiques de D’espece Thymus vulgaris.Puis généralité sur huiles essentielle
(composition, répartition, mécanisme d’action). Suivi des généralités sur le monde
microbienne (morphologie, la résistance bactérienne).

La deuxieme partie de ce travail, est une étude expérimentale, concerne 1’étude de
I’activité antibactérienne des extraits des feuilles, suivie par une discussion qui synthétise

I’ensemble des résultats obtenus et nous achevons notre travail par une conclusion générale.

g



Chapitre I : les plantes médicinales

L.1.Généralité :
Depuis l'antiquité I'hnomme utilise les plantes médicinales comme une source principale
de nourriture, par la suite s'est développé pour les utiliser comme médicaments et remedes
afin de soigner les différentes maladies, jusqu'a maintenant les plantes sont encore destinées a

la santé humaine (Damintoti et al, 2005).

Selon (SANAGO, 2006). Les plantes médicinales ce sont des plantes qui utilisées en
médecine traditionnelle Et possede une partie qui ont une propriété médicamenteuse. Leur
action provient de leurs composés chimiques (métabolites primaires ou secondaires) ou de la

synergie entre les différents composés présents.

Ces plantes contiennent des métabolites secondaires peuvent étre considérées comme
des substances indirectement essentiels a la vie des plantes par contre aux métabolites
primaires qu'ils sont les principales dans le développement et la croissance de la plante, les
métabolites secondaires participent a 1'adaptation de la plante avec I'environnement, ainsi a la
tolérance contre les chocs (lumiere UV, les insectes nocifs, variation de la température ...).
Ces composés sont des composés phénoliques, des terpenes et stéroides et des composés

azotés dont les alcaloides. (SARNI- MANCHADO et CHEYNIER, 2006).

Différentes parties de plante médicinale peuvent présenter des constituants chimiques
tres différents et qui n’ont pas la méme action thérapeutique. En médicine traditionnelle,
Généralement, la partie qui contient le plus de principes actifs est la plus employée. (Racine,

Rhizome, Feuilles,) (Gurib-Fakim, 2006).

Le principe actif c’est une molécule contenue dans une drogue végétale ou dans une
préparation a base de drogue végétale et utilisé pour la fabrication des médicaments (PELT,
1980). Cette molécule présentant un intérét thérapeutique curatif ou préventif pour I'homme
ou l'animale, elle est issue de plantes fraiches ou des séchées, nous pouvons citer comme des

parties utilisées : les racines, écorces, sommités fleuries, feuilles, fleurs, fruits, ou encore les

graines (BENGHANOU, 2012).

La plupart des plantes médicinales et aromatiques possedent des vertus thérapeutiques,
Dans ce cas il est indispensable de connaitre leur composition et comprendre comment elles
agissent sur I’organisme (Bruneton, 1999). Selon le (Tableau 1), On classe les plantes et leurs

effets en fonction de leur principe actif.

&



Chapitre I :

les plantes médicinales

Tableau 01 : Les composants actifs des PAM source de tableau (Iserin, 2001).

Principe actifs

Exemples de plante

Huile essentielles

L’arbre a thé(Melaleucaalternifolia),La

camomille allemande (Moticariarecutito)

phénols Thym (thymus vulgaris),

la gaulthérie(gaultheria precumbens)
Tanins Acacia (Acaciacatchu)

Le chenepédonculé(Quercus robur)
Flavonoides Le citron (citrus limon),

Sarrasin (fagopirumesculentum)
Couramines Le mélilot(Melilotusofficinalis),

Le celeri(Apiumgraveolens)

Principe amers

L’ absinthe (Artemisiaabsinthium),

L’aurone (Artemisia abrotanum)

Alcaloides Groupe tres large:la belladone(Atropa
belladona),les jusquiames(Hyoscyamusniger
et H.falezlez)

Mucilages L’orme rouge(lilmusrubra)

Glucosides Digitale poupre(Digitalispurpurea),

G cardiotoniques

G cyanogéniques

Les muguets(cenvallariamagilis)

Cerisier sauvage (prunus serotina)

]



Chapitre I : les plantes médicinales

Antraquinones La rubarbe de chine (Rheumpalmatum),le

séné(cassia senna)

Saponines L’igname sauvage(Discoreavillosa)

Triterpénoides

Avant de I'utilisation des plantes médicinales, il faut connaitre les cinq points qui sont

essentiels

v L’identification de la plante qui basée sur I’observation des fleurs, feuilles, fruits, ainsi
que basée sur I’odeur et le gout.

v" Le mode de préparation (type et le dosage de la préparation ainsi que la partie de la
plante a utiliser).

v’ La quantité de préparation a absorber par jour.

<

La durée du traitement.

v' Les restrictions, contre-indication et précautions a observer.

Selon (Hosttman ,1997), Les plantes médicinales peuvent étre utilisées sous

plusieurs formes :
» L’infusion

Infusion c’est la méthode la plus simple ; elle consiste a verser de 1’eau bouillante sur la

plante, couvrez et laissez a infuser pendant 5 a10 minutes, puis le filtre (Kothe et al, 2007)
> Les décoctions

La décoction permet d’extraire les principes actifs des morceaux d’écorces ou de racines ;
on fait cuir le morceau de la plante dans I’eau chaud pendant plusieurs minutes (10 a 30

minutes) a feux doux, on laisse infuser puis filtrer (Kothe et al, 2007).
» Les macérations

Elle consiste a mettre une plante ou partie de plante, dans de I’eau froide (macération
aqueuse) ou une huile végétale (macération huileuse), pendant plusieurs heures, ou plusieurs

jours, pour permettre aux constituants actifs de bien diffuser (Kraft et Hobbs, 2004).

]
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Cette méthode est utilisée pour préserver le plus possible des principes actifs de

certaines plantes qui ne supportent pas la chaleur (Kothe et al, 2007).
» Cataplasme

Ce sont des préparations de plante appliquée sur la peau, les cataplasmes calmant les
douleurs musculaires et les névralgies, soulagent les entorses et les fractures et permettent

d’extraire le plus des paires infectées, des Ulceres et des furoncles (Iserin et al, 2001).

Figure 01:Les plantes aromatiques et médicinales.

I.2. Les plantes médicinales en Algérie :

Les plantes médicinales trouvent encore leurs indications thérapeutiques dans le
traitement de plusieurs maladies en Algérie et cela grace a son climat tres diversifié, les
plantes poussent en abondance dans les régions cotieres, montagneuses et également
sahariennes. Ces plantes constituent des remedes naturels potentiels qui peuvent €tre utilisés

en traitements curatifs et préventifs (Belouad, 1998 ; Mahmoudi, 2006).

Selon (Baba Aissa, 1991). La richesse et I’originalité de I’étude de la flore algérienne
présente un intérét scientifique fondamental pour la connaissance de la pharmacopée
traditionnelle, et le domaine de la valorisation des substances naturelles. La diversité et la
fertilité du sol qui caractérisent les différentes régions d’ Algérie influencent sur la qualité et la

composition chimique des plantes médicinales, ce qui les dote de caractéristiques spécifiques.

Dans ce cas On peut classer les plantes médicinales comme une source naturelle
renouvelable, c'est- a-dire, que 1’apparition et la disparition des plantes se fait périodiquement
et continuellement dans des saisons définies par la nature. Ces ressources subissent des

dégradations irréversibles, comme on I’assiste aujourd’hui en Algérie (Mokkadem, 1999).
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L.3.Exemples de quelques plantes médicinales :

La plupart des especes végétales qui poussent dans le monde entier possedent des vertus
thérapeutiques, car elles contiennent des principes actifs qui agissent directement sur
I’organisme. On les utilise aussi bien en médecine classique qu’en phytothérapie. Parmi ces

plantes on prend le thymus vulgaris comme un exemple.

1.3.1. Thymus vulgaris :
Le genre Thymus parmi les220 genres les plus diversifiés da la famille des labiées
(Morales, 2002). L’espece Thymus vulgaris est un élément caractéristique de la flore
méditerranéenne, connu surtout pour ses qualités aromatiques, elle a aussi de trés nombreuses

propriétés médicinales (Iserin, 2001).

Selon (Pariente, 2001), Le nom « Thymus » dérive du mot grec « thymos » qui signifie «

parfumer » a cause de I’odeur agréable que la plante dégage.

Thymus vulgaris est 'un des plus populaire plantes aromatique utilisé dans le monde
entier, ces applications sont tres vastes et touchent le domaine alimentaire et celui de la

médecine traditionnelle (Adwan et al, 2009).

Figure 02:Photo de la plante (Thymus vulgaris), Région M’chedallah Wilaya de

Bouira.
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1.3.1.1. Description botanique :

Thymus vulgaris est un sous-arbrisseau touffu, vivace et aromatique pouvant atteindre
de 20 a 30 cm de hauteur, Ses tiges sont dressées, ligneuses, rameuses et tortueuses a la base
et ses racines sont assez robustes, ses branches sont minces, denses, ramifiées, blanchatres et
courtement velues, portant des feuilles persistantes de couleur vert grisatre, subsessiles,
opposées, oblongues-lancéolées a linéaires et mesurant de 3 a2 12 mm de long et de 0.5 a 3

mm de large.

Les marges de leurs limbes sont enroulées sur la face ventrale ce qui donne aux feuilles
une forme générale d’aiguille. Les fleurs sont de petite taille (4 28 6 mm de long), de couleur
blanche a rose, bilabiées, zygomorphes, regroupées par 2 ou 3 a l’aisselle des feuilles et
rassemblées en glomérules ovoides. La période de floraison de de 1’espece dans la période

mai a aolit (Prasanth et al, 2014).

Figure 03 : Aspect morphologiques de Thymus vulgaris.
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I.3.1.2. Classification : La situation botanique de I’espece Thymus vulgarisL est donnée

ci-dessous (Goetz et Ghédira, 2012).

les plantes médicinales

Tableau 02 : Classification taxonomique de Thymus vulgaris (Goetz et Ghédira, 2012).

Régne Plantae
Sous-regne Tracheobionta
Embranchement Magnoliophyta
Sous-embranchement Magnoliophytina
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Thymus

Espece Thymus vulgaris L

]
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1.3.1.3 Propriétés médicinales de thymus vulgaris :

Selon (Jiminez-Arellanes et al, 2006), Le Thym est excellent contre plusieurs maladies
y compris la bronchite, la pleurésie, les déficiences nerveuses, I’hypotension, la chlorose, les
infections pulmonaires, la tuberculose et I’asthme. On s’en sert aussi pour traiter les parasites

intestinaux, les infections urinaires et les infections dues au froid. Annexe 01.

Pour cela nous pouvons prendre du Thym comme condiment dans nos potages, ou le
prendre en infusion constitué d’une branche de Thym, comme nous pouvons prendre de
I’huile essentielle de raison de 3 a 5 gouttes en solution alcoolique ou dans du miel (Iserin,

2001).
L.4.Autre plantes médicinales :

Parmi les ressources naturelles les plantes médicinales et aromatiques jouent un role
non négligeable dans le cadre de la valorisation du patrimoine naturel, elles sont importantes
pour la recherche pharmacologique et 1’élaboration des médicaments grace a leur efficacité a
traiter diverses maladies Tableau 3. L’utilisation des plantes en phytothérapie est tres
ancienne et connait actuellement une région d’intérét du public vu leur disponibilité et grande

diversité (Ameenah, 2006).

Tableau 03: Quelques plantes médicinales et leurs usages.

Plant N ientifi
ante om selentrique L’effet thérapeutique
Menthe poivrée Mentha X piperita..L Anesthésiant (Santoroet
al,2011) ;(Scopeletal.,2014)
Clou de girofle Syzygiumaromaticum
Fréne Fraxinusexcelsior Anti-inflammatoire et anti-
rhumatologique (Woodhead et al,
- ; 1998 ; Garcia et al ,2011)
Préle des champs Equisetum arvence
Géelisse Glycyrrizaglabra Diurétiques (Steven et al, 1997)
Galga Galgaofficinalis
Genivere Juniperuscommunis.L
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Antiseptique (Bailen ef al,

Ail Allium sativum : !
2006 ;Pirbalouti et al ,2013)
Lavande Lavendulaofficinalis
Curcuma Curcuma longa Anticancéreux (Ferreira et al,
2013 ; John et al, 2014)
If Taxusbaccata
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I1.1.Définition :

Une huile essentielle selon la pharmacopée est un produit de composition complexe
renfermant des principes volatils contenus dans les végétaux. (AFNOR).

Les huiles essentielles appelées aussi essence végétale, sont des mélanges de substances
aromatiques produites par de nombreuses plantes et présentes sous forme de minuscules
gouttelettes dans les feuilles, la peau des fruits, la résine, les branches, les bois. Elles sont
présentes en petites quantités par rapport a la masse du végétal : elles sont odorantes et tres
volatiles, c’est -a-dire qu’elles s’évaporent rapidement dans 1’air (Pardini et Lucheroni, 1996).

Selon La Norme ISO 9235, elle désigne un produit obtenu a partir d’une matiere
premiere d’origine végétale, apres séparation de la phase aqueuse par des procédés physiques
soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par des procédés mécaniques a partir de

I’épicarpe des plantes contenant des citrals, soit par distillation seche.

I1.2.Répartition et localisation des huiles essentielles :

> Répartition :

Les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs. Les
huiles essentielles sont réparties dans une cinquantaine de familles dont beaucoup sont des
Lamiaceae, des Myrtaceae, des Rutaceae, des Asteraceae, mais aussi des Apiaceae. Les huiles
essentielles peuvent €tre stockées dans tous les organes végétaux : sommités fleuries des
Lamiacées (lavande vraie, sauge officinale), graines (ambrette), racines (vétiver), rhizome
(gingembre), fruits (anis, fenouil), bois (santal), feuille (eucalyptus), oléorésines (myrrhe),
encens et du baume de tolu (Franchomme et pénoél, 1990).

> Localisation des huiles essentielles :

Selon (Bakkali et al, 2008), Les HEs peuvent étre synthétisées par tous les organes de la
plante, notamment les bourgeons, les fleurs, les feuilles, les tiges, les rameaux, les graines, les
fruits, les racines, le bois ou I’écorce. Les huiles essentielles localisées dans les cellules

sécrétoires, les cavités, les canaux, les cellules épidermiques ou les trichomes glandulaires.

Les teneurs en HE sont généralement tres faibles, a 1’exception de celle du bouton

floral de giroflier ou le rendement en HE atteint largement les 15%(Makhlouf, 2002).
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Figure 04 : Structures Histologiques des plantes (Guignard, 1996).

I1.3.Caractéristiques physiques :

o Ce sont des liquides a température ordinaire et parfois visqueux ou cristallisées.

o Volatiles, odorant.
o Généralement incolores ou jaune pale.

o Non miscibles a I’eau, elles sont aussi moins denses qu’elle pour la grande majorité.

o Elles sont solubles dans les huiles grasses, les alcools et les solvants organiques.
o Leur indice de réfraction souvent élevé avec un pouvoir rotatoire.

o Leur densité est le plus souvent inférieure a 1. (Paris et Hurabielle, 1980).

I1.4.Composition chimique :

Les huiles essentielles ont une composition assez complexe, contenant de nombreuses
especes chimiques, (Degryse er al, 2008). Et peut varier selon 1’organe, les facteurs
climatiques, la nature du sol, les pratiques culturales et le mode d’extraction. Les HE sont un
mélange de constituants qui appartiennent a trois catégories de composés : terpéniques,

aromatiques et variés. (Guignard J ,2000).
> Les Terpénoides :

Les terpenes sont une classe d'hydrocarbures, produits par de nombreuses plantes, en
particulier les coniferes. Ce sont des composants majeurs de la résine et de l'essence de

térébenthine produite a partir de résine. (Padua, 1999).Ce sont les plus volatiles ils ont la
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masse moléculaire la moins €levée on distingue les monoterpénes et les sesquiterpénes.

(Wichtl et Anton, 1999).
v' Les Monoterpénes:

Ils sont cycliques ou monocycliques ou bicycliques, ils contribuent parfois plus de 90%

de I’huile essentielle, (Bruneton, 1993).
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Figure 05:Exemples de quelques mon terpenes. (Bruneton, 1993).
v" Les sesquiterpenes :

L’allongement de la chaine accroit le nombre de cyclisation possibles. Ainsi, plus d’une

centaine de squelettes différents ont étés décrits, (Couderc, 2001).
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Figure 06 : Exemples de quelques sesquiterpenes. (Couderc, 2001).

» Les composés aromatiques :

Une autre classe de composés volatils fréquemment rencontrés est celle des composés

aromatiques dérivés du phénylpropane (Kurkin, 2003).
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Cette classe comporte des composés odorants bien connus comme la vanilline, 'eugénol

I'anéthole, I'estragole et bien d'autres (Bruneton, 1999).
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Figure 07 : Exemples de composés aromatiques. (Bruneton, 1999).

> Les composés d'origines diverses :

Ce sont des produits résultant de la transformation de molécules non volatiles
entrainables par la vapeur d'eau. 1l s'agit de composés issus de la dégradation d'acides gras, de
terpenes. D'autres composés azotés ou soufrés peuvent subsister mais sont rares. (Bruneton,

1999).

Le tableau suivant résume quelques composés des HEs et leurs indications
thérapeutiques. (Belghazi et al, 2002), (Chevalier, 1996), (Lopes et al, 1999), (Lubinic, 2003),
(Zhiri A, et Baudoux, 2005).

Tableau 04 : quelques composés des huiles essentielles et leurs indications thérapeutiques.

Les composés | La plante productrice Quelques indications

majoritaires d’HE thérapeutiques

Thymol, Thym (Thymus vulgaris) -Expectorante et vermifuge

Carvacrol -Lutte contre le

Jlinalol vieillissement.

Thuyone, Absinthe(Artemisiaabsinthium) | -Stimule les sécrétions

azuléne, biliaires.

terpéne -Vermifuge et anti-
inflammatoire

Vérbenone, Romarin(Rosmarinusofficinallis) | -Analgésique et cicatrisant.

camphre, -Bactéricides.

cinéol -Hepatodrenante
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Les composés
majoritaires d’HE

La plante productrice

Quelques indications

thérapeutiques

Cinéol ou eucalyptol

Eucalyptus(Eucalyptus
globulus)

-En cas d’incapacité a se
concentrer ou le cas
d’affaiblissement physique
ou psychique.

-Aide a remettre de 1’ordre
dans les idées

Quinine Quinquina(Cinchona sp) -Traitement de malaria.
-Antipaludéen et
antispasmodique.

Pulégone(82%) Menthe pouliot -Pouvoir antifongique

) contre Penicillium et
(Menthapulegium) Mucor.
Nerolidol Amazon viola surenamensis -Anti malaria par inhibition

de biosynthese de
glycoprotéine d’agent
infectieux

Eugénol,acétate d’eugényle

Girofle(Clou de
girofle)(Eugenia caryophyllus)

-Hypotension.
-Infection urinaires

-Arthrite,rhumatisme.

Limonéne

Citron(Citrus limonum)

-Fatigue digestive,
hépatique et pancréatique.
Obésité, drainage
lymphatique.

-Perte de concentration.
-Convalescence.

-Fatigue cérébrale.
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I1.5.Méthodes d’extraction des huiles essentielles :
Différentes méthodes sont mises en ceuvre pour I’extraction des essences végétales
(Sallé, 2004).Les HE sont obtenus a partir des plantes naturelles par plusieurs méthodes

d’extraction, telles que la distillation a la vapeur d’eau, I’enfleurage... (Li et Chemat, 2014).

Le choix de la méthode d’extraction dépendra de la nature du matériel végétal a traiter
(graines, feuilles, ramilles),de la nature des composés (les flavonoides ou les tanins), qui

détermine la qualité des huiles essentielles. (Tongnuanchan et Benjaku,2014).
I1.5.1.Distillation et entrainement a la vapeur :

Dans ce type de distillation, le matériel végétal est placé sur une grille perforée a
travers laquelle passe la vapeur d’eau. La vapeur endommage la structure des cellules
végétales et libere les molécules volatiles qui sont ensuite entrainées vers le réfrigérant.

(Bassereau et al ,2007).
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Figure 08 : Schéma de distillation des huiles essentielles a échelle industrielle par

entrainement a la vapeur d’eau. (Bassereau et al ,2007).

I1.5.2. Hydrodistillation :

L’hydrodistillation est la méthode la plus simple et de ce fait, la plus anciennement
utilisée Elle consiste a immerger directement le matériel végétal a traiter dans un alambic

rempli d’eau qui est ensuite porté a ébullition. Les vapeurs hétérogenes sont condensées dans
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un réfrigérant et 1’huile essentielle se sépare de 1’hydrolat par simple différence de densité.

Cependant, I’hydrodistillation possede des limites. En effet, un chauffage prolongé et
trop puissant engendre la dégradation de certaines molécules aromatiques (Li et Chemat,

2014).
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Figure 09 : Schéma du principe de la technique d’hydrodistillation (Rassem, 2016).

I1.5.3. Extraction par solvants volatils :

C’est une méthode qui est utilisée pour les organes végétaux présentant une
concentration en essence relativement faible ou pour les essences que 1’on ne peut extraire par
distillation. Elle est basée sur le pouvoir qu’ont certains solvants organiques a dissoudre les

composants des huiles essentielles.

Dans ce procédé un épuisement des plantes est effectué a 1’aide d’un solvant volatil
dont I’évaporation laisse un résidu cireux, tres coloré et trés aromatique appelé « concrete ».

Le traitement de cette concrete par 1’alcool absolu conduit a « I’absolu » (Belaiche, 1979 ;

Duraffourd et al, 1990).

Le choix du solvant est influencé par des parametres techniques et économiques :
sélectivité, stabilité, inertie chimique, température d’ébullition pas trop élevée pour permettre
son élimination totale et pas trop faible pour éviter les pertes, sécurité de manipulation c'est-a-

dire non toxique ou inflammable (Bruneton, 1999).
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I1.5.4. Extraction par enfleurage :

Cette technique est réservée aux fleurs fragiles (jasmin, rose) ne supportant pas les
températures élevées (cependant la rose de Damas peut étre distillée dans un but
thérapeutique). Les fleurs mises dans un corps gras pendant plusieurs jours, le saturent en
essence et produisent des pommades aromatiques. Les préparations obtenues peuvent étre
dissoutes dans de 1’alcool a 35 °C et évaporées sous vide afin de donner des absolus

(Larousse, 2014).
I1.6.Domaines d’utilisation des huiles essentielles :

En raison de leurs diverses propriétés, les plantes médicinales et leurs essences présente
un grand intérét, en Alimentation (par leur activité anti-oxydante et aromatisant), en
pharmacie (par leur pouvoir antiseptique, analgésique...), en parfumerie et en cosmétique (par
leur propriété odoriférante), Et en agriculture. Les HEs sont devenues une matiere
d’importance économique considérable avec un marché en constante croissance. (Sallé,
2006).

I1.6.1. En pharmacie :

Les huiles essentielles sont majoritairement destinées a 1’aromatisation des formes
médicamenteuses administrées par voie orale (Bruneton, 1999). De méme, elles peuvent étre
utilisées pour leur activité antiseptique, en particulier dans le milieu hospitalier (Edris, 2007).
Les propriétés pharmacologiques des HE leurs conferent un pouvoir antiseptique contre les
bactéries, champignons et levures, en plus des propriétés bactériostatiques, bactéricides,

vermicide, fongicides, antiseptique, insecticides.

En pharmacie On distingue nombreux produits tels que les pommades, les cremes et les
gels a base d’huiles essentielles permettraient de faciliter 1’administration des médicaments
par voie transdermique et grace a la propriété de ces huiles a pénétrer aisément dans la
peau. Généralement ces produits sont destinés a soulager les entorses, les courbatures, les

allergies articulaires ou musculaires (Razafindrakoto, 1988 ; Dethier, 1996 ; Edris, 2007).

I1.6.2.En cosmétologie :
Dans le domaine cosmétologie, les HEs sont employés en tant qu’agent conservateurs
grace a leurs propriétés antimicrobiennes qui permettent d’’augmenter la durée de
conservation du produit. Et grace a leurs caractéristiques odorantes en raison de leur forte

volatilité permet de ne laisse pas de trace grasse. Ils ont utilisé dans la formulation de parfums
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de produits d’entretien personnels ou ménagers domestiques ou industriels (Aburjai et

natsheh, 2003).

I1.6.3.En industries agroalimentaires :

Selon (Conner, 1993), les HEs possedent des profils de composition chimique
différents, elles sont utilisées comme agents naturels de conservation des aliments. Leur
utilisation comme agents de conservation est due a la présence de composés ayant des
propriétés antimicrobiennes et antioxydantes.

Elles sont utilisés comme agents aromatisants naturels, les HEs dans I’aromatisation ne
cesse de croitre au dépend des composé€s aromatiques de synthese(Bruneton,1993).

I1.6.4.En agriculture :

Dans ce contexte environnemental, les pesticides naturels basés notamment sur les
huiles essentielles, représentent une alternative intéressante pour la protection des cultures
contre les insectes mais également contre les adventices et les champignons (Isman, 2000 ;
Dayan et al, 2009). D’apreés (Regnault- Roger et Hamraoui, 1995), Les modes d’application
sont tres variés soit par fumigation, attractif ajouté aux pieges a phéromones, répulsif ou par

contact.

Les HEs présentent d’autres caractéristiques qui en font des produits adaptés dans la
lutte contre les nuisibles. Parmi celles-ci (leur prix faible et approvisionnement assurés par
une production mondiale importante pour de nombreuses huiles essentielles, leurs multiples
modes et sites d’action sur les insectes, leur faible toxicité pour les mammiferes, leur faible

persistance dans I’environnement due a leur volatilité (Isman et al, 2010).

I1.7.Conservation des huiles essentielles :

La conservation des huiles essentielles est difficile, ceci est dii a 1’instabilité de leurs
molécules. De ce fait, les possibilités de dégradation sont nombreuses. Il est possible de
limiter celles-ci en utilisant des flacons de faible volume en aluminium, en acier inoxydable
ou en verre brun, entierement remplis et fermés de facon étanche, stockés a basse

température, ou conservés sous atmosphere d’azote (J. Bruneton ,1993).

Les huiles essentielles de bonne qualité peuvent se conserver plusieurs années sous

certaines conditions, jusque cinqg ans, sauf les essences de Citrus qui se garde un peu moins
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longtemps (Raynaud, 2000).
Selon les (Norme AFNOR NF T 75-001, 1996), Il existe des normes spécifiques sur

I’emballage, le conditionnement et le stockage des huiles essentielles, ainsi que sur le

marquage des récipients contenant des HEs.

I1.8.Les étapes de I’obtention d’une huile essentielle :

Les étapes de I’extraction des huiles essentielles d’origines végétales restent identiques
quel que soit le « type » d’extraction utilisé. Il est nécessaire dans un premier temps d’extraire

de la matiere végétale, les molécules aromatiques constituant 1’huile essentielle, puis dans un

second temps de séparer ces molécules du milieu par distillation.

2. Séparation des molécules

1. ChaulTage de la
et de la matrice

matrice : destruction des
parcis

\\ Libération des
maolécules aromatiques

" .
/

\
—

Figure 10 : Les étapes de I’extraction d’une huile essentielle (Hamadou&Touki, 2007).
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I1.9. Mécanisme d’action antibactérienne des huiles essentielles :

Les principaux mécanismes et sites d’action des différents constituants des Huiles

essentielles sont :

» L’altération de la paroi cellulaire.

» La dégradation de la membrane cytoplasmique et L’altération des protéines
membranaires.

» La fuite du contenu cellulaire et la coagulation du cytoplasme.

» L’épuisement de la force de mouvement des protons (Goetz&Ghedira, 2012).

Coagulation Force de

{ mouvement des protons
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Fuite du
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etions
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Paroi cellulaire mm‘f’\ 00T Membrane
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Proteines v
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Figure 11: Les sites d’action des constituants des huiles essentielles sur les bactéries

(Goetz&Ghedira, 2012).
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II1.1.Généralités sur le monde microbien :
II1.1.1.Généralités :

Selon Bourgeois, 1999, dans les pays en développement, les maladies infectieuses sont
des problemes de santé courants en raison de leur fréquence et de leur gravité. Mais malgré
les dommages causés par ces micro-organismes nocifs, le monde scientifique a découvert de
nombreux traitements pour soulager les patients. Ces traitements ont réduit la propagation des

maladies infectieuses. (Traoré, Ouattara, Yéo, Doumbia, & Coulibaly, 2012).

I11.1.2.Définitions des bactéries :

Les bactéries sont des micro-organismes remarquablement adaptables. Elles sont
capables de survivre et se multiplier dans l'environnement. Ont un important potentiel
d'adaptation génétique. Elles contiennent souvent de 1'ADN plasmidique, capable de
transférer du matériel génétique au sein de I'espece ou vers des especes différentes(Pandey &
Singh, 2011). Cette adaptabilité génétique peut accroitre a la fois leur pouvoir pathogene et

leur résistance aux antibiotiques.(Bouyahya et al, 2017).

I11.1.3.La morphologie bactérienne :
Taille des bactéries de 1'ordre du micrometre : de 0,5 um a plus de 10 um, la grande
majorité mesurant de 1a4 pm .(Troglia, 2014).Trois formes principales : coques, bacilles,

bactéries spiralées.

[ —
3 um

Figure 12:formes principales des bactérie(Johnson, Raven, Losos, Bouharmont, &
Singer,2011).

A titre d'exemple, Escherichia coli a la forme d'un batonnet, Staphylococcus

aureusa  forme  cocciet  s'assemble en  amas(Bouyahya et  al 2017).
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Figurel3: Forme batonnet d’ EscherichiacolietcoccideStaphylococcus. (Hart &Shears, 1997).

I11.1.4.La paroi des bactéries a Gram positif et négatif :
La paroi est une structure rigide et résistante qui protege la bactérie et lui donne sa
forme. Sa nature variable est a 1’origine de la coloration de Gram qui permet de distinguer

deux grands groupes bactériens, les bactéries a Gram positif et les bactéries a Gram

négatif.(Chevalet et al., 2010).

v Gram positif

Les bactéries Gram positif possedent une paroi bactérienne qui se compose d’une
couche peptidoglycane d’une épaisseur approximative de 20 a 80 nm. Elles représentent 90%
des constituants de la paroi bactérienne. Cette couche est constituée d’acides teichoiques
(polymeres contenant du ribitol, du glycérol phosphate et des sucres) et d’acides

lipoteichoiques qui s’enfoncent jusqu’a la membrane cytoplasmique par leur partie lipidique.

v Gram négatif
La couche peptidoglycane des bactéries Gram négatif est plus fine et ne dépasse pas 20
nm, elle est recouverte par une membrane externe dans laquelle on trouve des protéines et des

lipopolysaccharides, qualifiés d’endotoxines pour leurs propriétés inflammatoires.

Gram - Gram +
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Figure 14:Paroi bactérienne des Gram positif et Gram négatif (Johnson et al, 2011).
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I11.1.4.1.Bactéries a gram positif :
111.1.4.1.1.Staphylococcus aureus
v’ Caractere bactériologique :
Staphylococcus aureus est une cocci bactérie Gram positif, aéro-anaérobies facultatifs
appartenant a la famille des Staphylococcaceae (Becker et al, 2004, Murray el al ,2003). Elle

a un diametre d’environ 0,5 a 1,5 um, immobile, sporulé; et habituellement disposé en grappe.

Figure 15:Observation microscopique de Staphylococcus aureus. (Becker et al, 2004, Murray

et al, 2003).

v' Habitat :

Staphylococcus aureus fait partie de la flore humaine, elle est présente a plusieurs
endroits chez les humains : nez, aine, aisselle, région périnéale (hommes), muqueuse, bouche,
glandes mammaires, cheveux, tractus intestinal, appareil génito-urinaire et voies respiratoires

supérieures (Murray et al 2003, Le Loir et al 2003, Spendloveet al 1983).
v Pouvoir pathogeéne :

Staphylococcus aureus est un pathogene opportuniste qui peut causer diverses maladies
chez les humains, allant des affections qui évoluent spontanément vers la guérison a des
pathologies mortelles (Murray et al, 2003). Cette bactérie est une des principales causes de
toxi-infections alimentaires, résultant de la consommation d’aliments contaminés par des
entérotoxines(Le loir et al, 2003). L’intoxication alimentaire par les staphylocoques se
caractérise par une apparition brutale de nausées, vomissements, douleurs abdominales,
crampes et de diarrhée (Murray et al, 2003, Le Loir et al ,2003). Les symptomes disparaissent

habituellement apres 24 heures.
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I11.1.4.2.Bactéries a gram négatif :
I11.4.2.1. Pseudomonas aeruginosa
v’ Caractere bactériologique :

La Pseudomonas aeruginosa est une bactérie gram-négative du genre Pseudomonas.
Les souches de cette espece sont constituées de bacilles de 0,5 a 0,8 um de diametre sur 1,5 a
3,0 um de longueur, se présentant de maniere isolée ou groupée par deux ou en courtes
chaines, tres mobiles griace a un flagelle polaire : ciliature monotriche, dépourvue de spores et
de capsules. Elles apparaissent la plupart du temps isolées ou en diplobacilles

(Schachter,1999).

Figure 16: observation microscopique du Pseudomonas aeruginosa. (Schachter,1999).

v’ Habitat :

Germe ubiquitaire, vivant dans les sols et en milieu humide (éviers, robinets et
bouchons), fréquent en milieu hospitalier, entrainant l'apparition de véritables souches
d'hopital. I peut survivre dans de 1'eau distillée ou salée, voire se développer dans certaines
solutions antiseptiques ou antibiotiques. L’exploration instrumentale lors d’examens
médicaux (cathéter veineux, sondes, endoscopies) favorise la pénétration de ce germe dans

I’organisme (Fauchereet al, 2002, Prescott et al,2010).

v Pouvoir pathogéne :

Les formes de pathologie qu'elle engendre sont diverses : infection de 1'eeil, des plaies
telles que les brilures et les plaies opératoires, des infections urinaires gastro-intestinales et

des poumons (Tortora et al, 2012).
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111.1.4.2.2.Escherichia coli

v’ Caractére bactériologique :

Escherichia coli est un bacille a gram négatif, radiorésistant de la famille des
Enterobacteriaceae, asporulé. Sa taille varie en fonction des conditions de croissance (entre
0,5 a 3 um), pesant de 0,5 a 5 picogrammes .II peut se déplacer au moyen de flagelles
péritriches comme il peut étre immobile .Les bactéries se développent sur gélose Mac Conkey
(les colonies, rouges ou incolores, atteignent un diametre de 2 a 3 mm). Elles peuvent croitre

dans des conditions aérobies ou anaérobies (Farmer et al,2007).

Figure 17:Observation microscopique d’Escherichia coli (Farmer et al,2007).

v' Habitat :

Escherichia coli est un commensal du tube digestif de 'homme et de nombreux
animaux. Il représente a lui seul la plus grande partie de la flore bactérienne aérobie de
l'intestin (espece aérobie dominante). Ce germe se rencontre aussi au niveau de diverses

muqueuses.

v Pouvoir pathogeéne :

Escherichia coli peut provoquer plusieurs types d’infections, il se manifeste par une
gastro- entérite, mais peut également provoquer des infections de plaies péritonites et des
voies urinaires, des méningites et l'insuffisance rénale (Donnenberg et al,1992). Escherichia
coli est aussi la cause fréquente de diarrhée du voyageur, qui peut se produire apres avoir

ingéré ou bu des aliments et de I’eau contaminés (Donnenberg et al ,1992).
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Notre travail consiste a I’étude de 1’activité antibactérienne d’huile essentielle extraite a
partir de plante médicinale aromatique d’espece du genre Thymus vulgaris récoltées de la
région de M’chedallah. L’extraction d’huile essentielle a été effectuée au Laboratoire de

Microbiologie (LM), Université de Bouira, par hydrodistillation.

IV.1. Matériel :

IV.1.1.Matériels non biologique : utilisé pour réaliser cette étude est résumée dans le

tableau suivant :

Tableau 05 : liste des matériels non biologiques utilisés pendant la manipulation

Verreries et petits Appareils Réactifs et produits
matériels chimiques

-Bécher 250 ml -Agitateur magnétique -Milieu gélose nutritive
-Fiole 100 ml -Balance analytique - MilieuMueller-Hinton
-Entonnoirs -Etuve -Diméthylsulfoxyde(DMSO)
-Tubes a essais -Spectrophotometre - Chlorure de sodium(NaCL)
-Boites de pétris -Hydrodistilateur de type -Ethanol
-Bec benzene Clevenger -Dichlorométhane
-Micropipettes -Ph metre
-Pipettes pasteures -Réfrigérons
-Erlenmeyer
-Burette

IV.1.2.Matériel végétal :

La plante de Thymus vulgaris a été récolté au mois de février 2019, dans la région
de M’chedallah de la wilaya BOUIRA. L’échantillon est sécher a I’abri de la lumiere et
d’humidité pendant 20 jours. Le matériel végétal séché est divisé en deux parties, une partie
consacrée pour I’extraction par macération est passée dans un broyeur électrique, la poudre
obtenue est conservée dans un flacon opaque. Le reste est découpé en petits morceaux

(feuille ; rameau) pour I’extraction des huiles essentielles.
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(A) (B)
Figure 18:(A) : photo montrant I’espece de Thymus vulgaris. (Original) (B) : Séchage

des plantes a I’ombre dans un endroit aéré (Original).

IV.1.3. Microorganismes :
¢ Origine et choix des souches bactériennes
Le choix des bactéries s’est porté sur deux souches de bactéries fréquentes en
pathologie humaine, appartenant a deux catégories différentes (Gram positive et Gram
négative). L’efficacité des produits testes ainsi que leur modalité de pénétration dans la

bactérie sont différentes. Les souches bactériennes utilisées sont illustrées dans le tableau 06.

Tableau 06 : Les Bactéries utilisés et les références des souches.

Bactéries Souches Références

Gram positif Staphylococcus aureus ATCC 25923
Gram négatif E. coli ATCC 25922
Gram négatif Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

v" Ces souches nous ont été fournies par 1’hopital de BainemAlger.
v" Elles sont entretenues par repiquage sur gélose nutritive favorable a leur croissance a

I’obscurité pendant 24h a 37°C.
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IV.2.Méthodes :

I1V.2.1.Méthode d’extraction :

IV.2.1.1.Hydrodistillation :

I’extraction de HE de thymus vulgaris a été faire par un Hydro-distillation de type
Clevenger .11 est constitué d’une chauffe a plaque, une ballon et chaufe ballon ou I’on place le
materiel végétal et de 1’eau de roubine,d’une colonne de condensation de la vapeur
(réfrigérant) qui vient de I’echauffement de ballon et erlenmeyer qui recgoit les extraits de la

distillation .

Un ballon

Réfrigérant

Chauffe

Erlenmeyer 4_*’_._ 4

Figurel9 : L’ Appareil d’ hydrodistillateur de type Clevenger.

/ ballon

Figure 20: la récupération de I’huile essentielle de thymus vulgaris.
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¢ Le principe et Procédés d’extraction :

L’opération a consisté a introduire 50 g de masse végétale séchée et broyé dans un
ballon Bicol de 1000 ml en verre, on ajoute une quantité¢ suffisante d’eau distillée environ

500ml sans pour autant remplir le ballon pour éviter les débordements de 1’ébullition

v" Le mélange est porté a ébullition a 1’aide d’un chauffe ballon.

v Les vapeurs chargées d’huile essentielle sont passés a travers le tube vertical puis dans
le serpentin de refroidissement ou aura lieu la condensation.

v" Les gouttelettes ainsi produites s’accumulent dans le tube remplis auparavant d’eau
distillée.

v" L’opération d’extraction dure 3 H a partir du début d’ébullition II est en général formé
de 2 liquides non miscibles encore appelés phase, la phase aqueuse la plus abondante,
est constituée d’eau dans laquelle sont dissoute tres peu d’especes odorantes, la phase
organique (I’huile essentielles) est constituée des especes odorantes.

v’ Traiter I’huile par un déshydratant, 15 g de chlorure de sodium Na Cl car la solubilité
de I’huile essentielle du thymus vulgaris étant moins importante dans 1’eau salée que
dans I’eau.

v Notre huile essentielle est trés soluble dans le dichlorométhane, ¢’est pourquoi dans
une ampoule a décanter on a versé 15 ml du dichlorométhane et agiter en effectuant,
de temps en temps, un dégazage et ont a laisser décanter afin de récupérer a la fin
I’huile essentielle.

e La conservation de I’huile essentielle :
Une fois ’'HE est obtenue, elle est conservée dans un flacon en verre enveloppé de
papier d’aluminium fermé hermétiquement, a une température compris entre 4 et 6°C pour la

préserver de I’air et de la lumiere et éviter toute dégradation (Tirel et al, 2015).

IV.2.1.2.Préparation d’Extrait brut de thymus vulgaris par macération :
L’extraction par macération est une extraction a froid par contact entre le support solide
et le solvant et la séparation se fait par filtration, elle consiste a prendre 30 g de poudre et les
macérés dans 300 ml de I’éthanol. Alors les solutions ont été versées dans un erlenmeyer et
ont été mise dans un agitateur pendant 24 H (Figure21), la filtration est ensuite effectuée sous

vide a I’aide d’un fiole a vide et un entonnoir (Bendahou et al, 2007).




Chapitre IV : Matériel et méthode

Le filtrat recueilli est soumis a une évaporation sous vide dans un rota-vapeur muni
d’une pompe a vide pour éliminer 1’éthanol jusqu’a ce que le volume de chaque solution
atteigne 30 ml (ajustées a un niveau standard 1g dans 10 ml), ce mélange constitue 1’extrait

brut a tester. Les solutions ont été versées dans le flacon, numérotées et stocké a 4C°.

(a) (b) (c)

Figure 21: Les étapes de Préparation d’extrait brut de thymus vulgaris par macération.

Macération de 30 g de poudre dans 300
ml d’éthanol

3
[ Agitation pendant 24 H (a) ]

O

Filtration (b)

O

Evaporation dans un rota-vapeur (c)

O

Stockage a 4°C jusqu’a I’utilisation

Figure 22:Les étapes appliquées pour I’extraction par macération de I’extrait brut.
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IV.3. Les analyses de I’huile essentielle et I’extrait brut du thymus vulgaris
IV.3.1.Caractérisation d’HE :

e Caractérisation organoleptique :

Selon (Bentchicou, 1999 ; Hameurlaine, 2009), Chaque huile essentielle est
caractérisées par ces caracteres organoleptique tels que: l'odeur, l'aspect physique et la

couleur.

v L'aspect physique : I'aspect d'une huile dépend des produits qui la constituent, elle
peut apparaitre sous forme liquide, solide ou bien semi solide.

v" L’odeur : elle appartient aux sens chimiques les plus sensibles.

v" La couleur : la coloration d'une huile essentielle dépend des produits qui la
constituent, donc la couleur change d'une huile essentielle a 1’autre ; elle peut étre

déterminée a 1'ceil nu.
IV.3.2.1’analyse physique :

1V.3.2.1. Rendements :

Le rendement en huile essentielle est défini comme étant le rapport entre la masse
d’huile essentielle obtenue apres extraction et la masse de la matiere végétale utilisée. Il est

exprimé en pourcentage et calculé par la formule suivante :

C RHE =M’/M x 100 )

RHE : Rendement en huile essentielle en %.

M’: Masse d’huile essentielle en gramme.
M : Masse de la plante en gramme.

IV.3.2.2.La mesure de pH :

Le pH d’abréviation de potentiel d’hydrogéne mesure I’activité chimique des ions
Hydrogenes (H+) en solution. Plus couramment, le ph mesure 1’acidité ou la basicité d’une

solution.
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I1 s’agit d’un coefficient permettant de savoir si une solution est acide ou basique ou neutre :

Elle est acide si son pH est <a 7, neutre s’il est égal a 7, basique s’il est >a 7.

IV.4.Méthode d’évaluation de I’activité antibactérienne :

Deux méthodes différentes sont employées pour 1’évaluation de I’effet antibactérien de
I’HE de thym (thymus vulgaris) : la méthode de 1’aromatogramme a (Essawi et Srour, 2000)
qui permet la mise en évidence de I’activité antibactérienne des différents extraits et la
méthode des micro dilutions (Billerbeck ef al, 2002) qui a pour objectif la détermination des
CMI (concentrations minimales inhibitrices) a partir d'une gamme de concentrations de

produit dans un milieu de culture.

v' Aromatogramme sur milieu solide :

L’étude a été réalisée par méthode de diffusion, congue initialement pour les
antibiotiques, mais en substituant les disques d’antibiotiques par d’autres imprégnés d’huiles

essentielles.

L'aromatogramme est basée sur une technique utilisée en bactériologie médicale,
appelée antibiogramme ou méthode par diffusion en milieu gélosé ou encore méthode des
disques, ils permettent de comparer les efficacités des HEs entre elles(Sivapriya & John,
2016). Les disques étant tous chargés de la méme quantité d’HE, cette méthode permet de

choisir pour une bactérie donnée, I’HE la plus efficace.(Fontanay & Mougenot, 2015) .

Disque de papier

mbibe d'hmle Tapis bactérien
essentielle _,.ﬁx_ \(\
& ; 7 .9
. =
Incubation a 37°C P
Ineculum — . T 3 o b
5 N pendant 24 heures ) B
bactérien - .
L & -
Boite de Pémi T
avec gelose Jinhibition
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Figure 23 : Principe de la méthode de diffusion par disque.
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Culture Bactérienne

154

Préparation d’une suspension bactérienne de 1’eau physiologique

7
équivalente a 10 UFC/mI(DO de 0.08 2 0.1, a 625 nm).

54

Ensemencement du milieu MH par un écouvillon imbibé dans la

7
suspension bactérienne (10 UFC/ml).

154

La gélose est perforée et les cavités ainsi formées sont remplies de

I’huile essentielle (environ 50 pL par puits).

154

[ Diffusion pendant 24 heures a 37°C. ]
[ Mesure des zones d’inhibitions en mm. ]

Figure 24 : Etapes de réalisation du test d’activité antibactérienne.
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IV.4.1.Les étapes de ’activité antibactérienne par méthodes des disques :

» Le protocole de préparation du milieu de culture :
Le milieu retenu pour la majorité des especes bactériennes est celui de Mueller-Hinton

Ce milieu permet la croissance de nombreuses bactéries.

v On pese 38¢g de la poudre dans un litre d’eau distillé.
v' Porter a I’ébullition jusqu’a dissolution compléte.
v’ Répartir en tubes ou flacons et stériliser a I’autoclave a 121 °C pendant 15 minutes.
Au moment de ’emploi. Faire fondre le milieu au bain marie bouillant et le couler en
boites de pétri. L’épaisseur de la couche de gélose doit etre de 4mm. Sécher les boites 30 min

a37°C.

Figure 25: Le milieu de Mueller-Hinton.

1) Le ré-isolement des souches bactériennes :
Le bouillon nutritif (BN) (annexe 04) est utilisé pour la vérification de la vitalité des
bactéries
v' A Tl’aide d’une pipette pasteur ou anse de platine on prend un échantillon de la culture ;
et on le met dans le BN.
v" Mettre dans 1’étuve pendant 24h a 37°C. Apres 24 h d'incubation, ces tubes sont
conservés a la T° de réfrigération (4 °C). Dans le but de garder toujours la

disponibilité en souches.
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2) La culture bactérienne :

Les colonies bien isolées des cultures bactériennes a partir d'une culture de plaque
d'agar ont été transférées dans un milieu de bouillon contenant du flacon. La culture en
bouillon a été incubée a 37 °C pendant une nuit et la turbidité de la culture de bouillon a été

ajustée a 0,5 McFarland standards avec une solution saline stérile (Sharma &Baranwal, 2014).

Figure26 : Les souches bactériennes.

3) Préparation de I’inoculum :

A partir des boites contenant les germes pathogenes on a préparé des suspensions pour
chaque espece. A 1’aide d’une pipette pasteur on préleve deux ou trois colonies pures et bien
isolées qu’on décharge dans un tube contenant 5 ml de I’eau physiologique stérilisée. (0.9%
NaCl) de fagon a obtenir un inoculum d’une opacité équivalente a une DO de 0.08 a 0.1, lue a

625 nm. Soit environ 10’ CFU/ml L’enrichissement dure pendant 2 a 3 heures.

Selon (Bonnet et al, 2017) ajuster I’inoculum, soit en ajoutant I’eau physiologique stérile,

s’il est trop fort ou bien en ajoutant la culture s’il est trop faible.

Figure 27: Préparation de I'inoculum.

v,
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4) L’ensemencement :

Ensemencer la gélose Mueller-Hinton est avec la suspension bactérienne par la

méthode d’écouvillonnage et laisser bien sécher.

» Muller-Hinton c’est le milieu de culture utilisé, qui est le milieu le plus employé pour
les tests de sensibilité aux agents antibactériens. (Annexe 03).

» Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne (il évite la contamination
du manipulateur et de la paillasse) I’essorer en le pressant fermement, en tournant sur
la paroi interne du tube, afin de le décharger au maximum.

» Frotter I’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, seche, de haut en bas, en stries
serrées.

» Répéter I’opération 2 fois, a chaque fois en tournant la boite de pétri, sans oublier de
faire pivoter I’écouvillon sur lui-méme. Lorsque I’ensemencement est fini en passant

I’écouvillon sur la périphérie de la gélose (De Cliff&Harerimana, 2013).

Figure 28:Ensemencement par écouvillon.

5) Tests d’inhibitions :

Nous avons utilisé deux méthodes (la méthode de diffusion en puits et la méthode de
détermination des (CMI) sur milieu solide), Ces procédés ont été réalisés selon (Hernandez

Ochoa, 2005) avec quelques modifications.
5.1. La méthode de diffusion en puits :

» Des boites de pétri contenant du Mueller Hinton agar sont ensemencées aseptiquement

par une suspension de 10’CFU/ml
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» L’ensemencement se fait par écouvillonnage, apres le séchage des boites, la gélose est

perforée a I’aide de la partie supérieure d’un embout stérile (6mm).

» Les cavités ainsi formées sont remplies de la solution huileuse avec une concentration

(50ul par puits).

» Le solvant DMSO a été utilisé comme contrdle négatif.

»  Les boites sont mises a 4°c pendant 2 a 4 H pour assurer la diffusion des extraits

testés dans le milieu ensemencé, les boites sont incubées a 1’étuve a 37°C pendant

24H.

» Lalecture des résultats se fait aprés I’incubation par la mesure de diameétre de la zone

d’inhibition autour de chaque disque par le pied coulisse. Plus le diametre de cette

zone est grand plus la souche est sensible.

Selon (ponce, Fritz, Del valle, &Roura, 2003), La sensibilité des souches envers I’'HE

est classée selon les diametres des Halos d’inhibitions.

L’échelle de I’estimation de I’activité antimicrobienne

Diametre(mm) Sensibilité des souches

D <8 mm Non sensible /résistance(+)
9<D <14 mm Sensible(+)

15 <D<19 mm Tres sensible(++)

D >20 mm Extrémement sensible(+++)

5.2. La méthode de détermination des (CMI) sur milieu solide :

La concentration minimale inhibitrice est la plus petite concentration en HE, en extrait

brut capable d’inhiber la croissance bactérienne (Hacini et Djelloul ,2017).

N

Cette technique consiste a inoculer, par un inoculum standardisé, une gamme de

concentration décroissante en HE, En extrait brut. Aprés I’incubation, 1’observation de la

gamme permet d’accéder a la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI).
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Les essais de détermination de la CMI sont effectués selon la méthode de dilution en

série sur milieu Mueller Hinton agar selon le protocole décrit par (Baudry&Brézellec, 2006).

» Diluer I'HE, Extrait Brut dans le Diméthylsulfoxyde (DMSO) (1/2 :1/4,1/8,1/16).
Le DMSO est le solvant préférable pour la majorité des auteurs, notamment, (Gachkar
et al, 2007) qui ont prouvé que le DMSO n’a aucun pouvoir antibactérien puissant.

» Ensemencée la suspension bactérienne par écouvillonnage et déposé dans chaque puits
50ul de chaque dilution.

» Essais de diffusion de I’'HE durant 1 heure.

Y

Incubation a 37°C pendant 24 heures.
» Apres incubation, tous les puits sont examinés et la CMI (ul /ml) est déterminée en
prenant en compte la plus faible concentration en HE qui inhibe tout développement

bactérien.

500 pl de solution (1/2)+500ml 500yl desolution(1/4)+500ml
de DMSO

de DMSO

S00p1 desolution(1/8)+500ml

de DMSO
S00 pl de HE pure )

+500 i de DMSO

Figure 29:Préparation des dilutions de I'huile essentielle.

a0,
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V.1.Description d’huile essentielle obtenue :

v' Caractéristiques organoleptiques :
Les caractéristiques organoleptiques d’huile essentielle sont présentées dans le tableau

07.

Tableau 07: Caractéristiques organoleptiques de Thymus vulgaris.

Caractéristiques
L'odeur La couleur L'aspect

. physique
Espeéces

Aromatique  Aacre,

caractéristique  de

Thymus vulgaris . o Jaune claire Liquide
I'espece végétale.

L'aspect physique, la couleur et l'odeur d’huiles essentielle sont en accord avec ceux

rapportées par (Haddouchi et al, 2009).

Figure 30 : Huile de thymus vulgaris.
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V.2.Les analyses physiques de I’huile essentielle et de I’extrait brut du thymus vulgaris:

v" Le Rendement :
Le rendement de I’huile essentielle extraite par hydrodistillation et le rendement de
I’extrait brut obtenu par macération au niveau de laboratoire a partir de thyms vulgaris est

montre dans le tableau suivant :

Tableau 08 : Résultat du rendement de 1’huile et 1’extrait brut de T.vulgaris.

Huile essentielles Extrait brut Norme AFNOR
Rendement en 1.11 3.43 Min=5
pourcentage(% ) Max=8

Le rendement d’extrait brut obtenus par macération et plus grandes que le rendement
d’HE obtenus par hydrodistillation parce que le rendement d’extrait brut et le rendement en
HE varient suivant diverses conditions : la méthode utilisée, les parties végétales utilisées, les
produit et les réactifs utilisés pendant I’extraction, la période de la récolte de cette plante, le
degré de séchage, les conditions de séchage, la température et la durée de séchage,
I’environnement, son origine géographique, présences de parasites, de Verus. (Benbouali,

2006 ; Touré, 2015 ; Abdelli, 2017).

La faiblesse de rendement en HE est probablement due a une perte d’HE dans la phase
aqueuse du distillat et la simplicit¢é de notre dispositif d’Hydrodistillation. Lors de
I’hydrodistillation, le matériel végétal se trouve immergé dans 1’eau qui dissout plusieurs

constituants de I’HE.

Une étude faite par (Bouguerra et al, 2017) sur la plante 7. vulgaris de Blida a donné un
taux de 1.58%. Benbouali a trouvé en 2015 la valeur de 1.13% comme rendement en huile

essentielle de 7. vulgaris récolté en printemps. Ce résultat est proche du notre (1.11%).
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Une autre étude faite par Abdelli en 2017, a permis d’obtenir des rendements moyens en
huiles essentielles a partir des feuilles seches de T. vulgaris de Tlemcen et de Mostaganem
allant respectivement de 4.2 a 2.2%. Ces résultats sont cependant supérieurs aux rendements

de nos huiles.

En dehors de 1’Algérie, une étude faite par (Jorddn et al. 2006) sur T. vulgaris
d’Espagne a donné des résultats semblables aux notres (de 2.17 a 4.73%). Un rendement plus
élevé en huile essentielle a été noté par (Badi et al. 2004) pour le thym de Jordanie (5.40%).
Tandis que des concentrations plus faibles ont été rapportées en Iran (1.87%) (Kazemi et al,
2012), au Mexique (1.7%) (Soto-Medivil et al, 2006), au Maroc (1.0%) (Imelouane et al,
2009; El-Akhal et al, 2015) et en Inde (0.3%) (Syamasundar et al, 2008).

v' Mesure de pH :

Les propriétés physico-chimiques, Le pH est constitué comme un moyen de
vérification et de contréle de la qualité de l'huile essentielle (AFSSAPS, 2008). Les
caractéristiques physico-chimiques des huiles essentielles et I’extrait Brut analysé ont été
déterminés selon les normes de l'association francaises de normalisation (AFNOR). Les

moyennes des parametres étudies sont représentées dans le tableau 09.

Tableau 09: Résultat de pH de I’huile et I’extrait brut de 7. vulgaris.

HE Extrait brut Norme AFNOR
pH 5.98 6.08 Min=5.5
Max=7

Selon nos résultats pH sont acide (pH <a7) ceci est due a la composition chimique de
ces produits illustrés en figures dans I’annexe 02. Ce résultat peut amener a un bon caractere

stabilisateur dans les produits alimentaires.
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Puisque nos extrais sont acides donc sont conformes aux normes internationales des

HEs. Le pH obtenu indique que nos HE et I’extrait Brut sont 1égérement acides.

Nos résultats ont été mis en parallele avec ceux de (Haddouchi er al, 2009). Les
parametres physico-chimiques différent suivant 1'origine de 1'huile essentielle. Ainsi, une huile
essentielle provenant de la France n'aura pas les mémes valeurs de parametres que celle
provenant de 1’ Algérie, de la Tunisie, de Madagascar. Tous ces parametres sont influencés par
les conditions édaphiques, climatique ainsi que les conditions de culture des plantes

(Rajeswara et al, 1993).

I1.3.Activité antimicrobienne :

Cette activité a été réalisée par la méthode d’aromatogramme par diffusion pour les
bactéries, le pouvoir antimicrobien a été obtenu par la mesure des diametres des zones

d’inhibitions (D) en millimetre pour les bactéries.

I1.3.1.L'activité antibactérienne des huiles essentielles et I’extrait brut de thymus

vulgaris :

L’évaluation de I’activité antibactérienne et des concentrations minimales inhibitrices
(CMI) des huiles essentielles de T. vulgaris et de I’Extrait Brut par la méthode de diffusion
des disques sur le milieu MH, nous a permis d’obtenir les résultats présentes dans le tableau

10 et illustrés dans ’annexe 05.
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Tableau 10 : I’évaluation de l'activité antibactérienne d'extrait et d’huile essentielle de

Thymus vulgaris sur différentes Souches testés.

Les souches | Huile Extrait brut DMSO
essentielle
Diameétre(mm) Diameétre(mm) Diameétre(mm)
E.coli 32 mm 34 mm 0
S. aureus 23 mm 26mm 0
P.aeruginosa 13mm 24mm 0

R : résistance <8mm S : sensible 9 a 14 mm Ts: Tres sensible 15 a 19mm Es :

Extrémement sensible>20mm.

Nous remarquons que toutes les souches bactériennes ont été inhibées par 1’huile
essentielle extraite respectivement des feuilles seches de 7. vulgaris. Elles ont toutes montrées
une sensibilité a I’HE. Les diametres des zones d’inhibition varient de 13 a 32 mm pour ’'HE

de T. vulgaris. Le diametre de la zone d’inhibition différe donc d’une bactérie a une autre.

Selon (Ponce et al. 2003) et (Moreira et al. 2005), la sensibilité des germes a été
classée par le diametre des halos d’inhibition comme suit : non sensible (-) pour les diametres
moins de 8 mm ; sensible (+) pour les diametres de 9 a 14 mm ; trés sensible (++) pour les

diametres de 15 a 19 mm et extrémement sensible (+++) pour les diametres de plus de 20 mm.

Les grandes zones d’inhibition ont été constatées chez toutes les souches bactériennes
testées avec I’extrait Brut de 7. vulgaris. Les diametres des zones d’inhibition varient de 24 a

34 mm.
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les souches bactérienne

Figure 31: I’évaluation de l'activité antibactérienne d'extrait et d’huile essentielle de

T.vulgaris sur différentes Souches testés.

Par ailleurs, nous avons comparé nos résultats obtenus avec I’extrait EP (extrait polaire)
de Thymus vulgaris avec ceux de Bouhdid et ses collaborateurs (2006), qui ont étudié le
pouvoir antimicrobien de 1’huile essentielle de 7. vulgaris a chémotypes thymol (36.58 %),
sur plusieurs souches, notamment P. aeruginosa, E. coli, et S. aureus ; ils ont obtenu les
résultats suivants : 8.0 mm, 20.0 mm et 22.0 mm respectivement. Nos résultats sont beaucoup

plus élevés par rapport a ces dernieres, Pa 13mm, E. Coli 32 mm, S, aureus 23 mm.

cela est dii a plusieurs raison, premierement, leurs souches sont peut-étre plus résistantes
que les ndtres ; deuxiecmement, au fait que les échantillons de plante (Thymus vulgaris)
utilisés sont d’origine géographiques différentes, ce qui fait intervenir le phénomene de
polymorphisme chimique ; enfin, ces chercheurs ont utilis€é comme extrait 1’huile essentielle
pure alors que notre extrait (EP) contient en plus de 1’huile essentielle d’autres composés
chimiques a activité antimicrobienne (surtout les flavonoides apolaires) qui travaille en

synergie au sein de I’extrait.

Nos résultats obtenus avec les extraits polaires de Thymus vulgaris ont été comparé
avec ceux de (Essawi et Srour, 2000), ces deux savants ont étudié 1’activité antibactérienne
des extraits alcoolique de Thymus vulgaris. Ils ont enregistré une faible activité par rapport a

nos résultats pour I’extrait alcoolique : S. aureus (26.0 mm), E. coli (18.5 mm), E. coli ATCC
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(0.0 mm) et P. aeruginosa ATCC (0.0 mm).Nous avons obtenu des résultats cela est dii au

fait que nous avons utilisé des méthodes d’extraction déférentes.

Les résultats obtenus montrent que I’activité antibactérienne est fonction de la bactérie
cible. Il s’est averé que toutes les bactéries testées ont été sensibles vis-a-vis de HE et de

I’extrait Brut.

En revanche, Pseudomonas possede un potentiel de résistance un peu enlevé par
rapport au S. aureus suite au faible zone d’inhibition observées vis-a-vis de le HE de Thymus
vulgaris et de D'extrait Brut. Les Résultats observés montrent qu’un important effet

antibactérien a été exercé par 1’extrait Brut.

Concernant S. aureus, cette bactérie a manifesté une sensibilité 2 I'HE et de I’extrait
brut, Il faut noter que I’activité antibactérienne la plus élevée a été enregistrée avec I’extrait

brut .

Ces Résultats ont montré que S. aureus était plus sensible qu’E. Coli et P. aeruginosa.
Cette sensibilité plus marquée des Gram (+) par rapport aux Gram (-), a été déja observée

dans plusieurs études antérieures ( Cox,S,D et al ,2001 ).
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I1.3.2. La méthode de détermination des (CMI) sur milieu solide :

La méthode par dilution a pour but d’évaluer les concentrations minimales inhibitrices.
Elle consiste a déterminer la plus faible concentration d’un agent antimicrobien, nécessaire
pour inhiber la croissance d’un microorganisme. L’efficacit¢ d’HE et de L’extrait Brut

testée.les résultat présente dans le tableau 11 et illustré en figure dans I’annexe 06.

Tableau 11: L'effet de concentrations décroissantes de thymus vulgaris et 1’extrait brut sur la

croissance des bactéries.

Dilution HE(mg/ml) Dilution d’(EB) (mg/ml)

Souches 172 174 | 1/8 1/16 1732 | 172 | 1/4 | 1/8 1/16 1/32

bactérienne

E. Coli ND |ND |[ND |ND ND |ND |ND |ND ND ND

S. aureus _ _ _ + + _ _ _ _ +
P. _ _ _ _ + _ _ _ _ _
aeruginosa

(+) :Croissance (-) :Inhibition

La valeur de CMI de I'HE de thymus vulgaris vis-a-vis de S. aureus est de 1/8, et de Pa

est de 1/16. (Dans laquelle on n’observe aucun développement microbien).

Concernant la CMI de I’extrait Brut de thymus vulgaris vis-a-vis de S.aureus est de

1/16, et de Pa est de 1/32. (On n’observe aucun développement microbien).

Staphylococcus aureus a gram positif sont plus sensibles que les autres souches

bactériennes testées a gram négatif.
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Les souches de Pseudomonas aeruginosa se révelent les plus résistantes, cela est liée a sa
grande capacité de développer des résistances vis-a-vis de nombreux agents antimicrobiens,
d’ou son implication fréquente dans les infections hospitalieres (Mann et al, 2000).

Plusieurs auteurs rapportent la faible sensibilité des souches de Pseudomonas
aeruginosa vis-a-vis de I’huile essentielle de Thymus vulgaris (Thuille et al, 2003 ; Bouhdid

et al. 2006).

Tableau 12: Les CMI de I’'HE et de I’Extrait Brut vis-a-vis des trois souches testé et leur

pouvoir bactériostatique ou bactéricide.

Les bactéries Valeur de CMI (ul | Valeur de CMI | pouvoir
/ml) de HE (nl/ml) de ’EB
E.coli ND ND ND
S. aureus 0.015 (1/8) 0.0063  (1/16) bactéricide
0.007 (1/16) 0.0031 (1/32) bactéricide
P.aeruginosa

Selon nos résultats, Pseudomonas était la souche la plus sensible a 1’action de I’huile

essentielle avec une CMI de L’ordre de 0.007ul/ml. Et de 0.0031ul/ml avec I’extrait Brut.

La souche ayant présenté la valeur de CMI la plus faible est Escherichia coli, A
I’opposé, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, ont montrées les valeurs de CMI

les plus élevées.

D’apres ces résultats nous remarquons que l’effet antibactérien est proportionnel a la

concentration utilisée.
v" On regarde globale de nos résultats obtenus, il ressort que :

Les études mettant en évidence 1’activité antibactérienne des huiles essentielles a la fois

sur les bactéries Gram™ et Gram™ ont été effectuées. En effet, ’huile essentielle de Thymus
vulgaris testée in vitro a inhibé la prolifération d’Hélicobacter pylori (Haristoy et al, 2003).

L’huile de Thymus vulgaris témoigne d’une activité antibactérienne intéressante sur les

bactéries Gram™ comme sur les bactéries Gram™ (Cheurfa er al, 2013). (Treki et al, 2009) ont
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montrés que la plante Thymus hirtus démontra une activité antibactérienne importante vis-a-
vis de Bacillus amyloliquefaciens, Staphylcoccus sp, Escherichia coli, Pseudomonas sp et

Proteus vulgaris.

Par ailleurs, certaines études ont montrées que les bactéries Gram négatifs apparaissent
plus résistantes que les Gram positifs vis-a-vis des huiles essentielles grace a la structure de
leur membrane externe (Mebarki, 2010). C’est le cas de Pseudomonas aeruginosa qui a une
faible sensibilité vis-a-vis de I’huile essentielle de 7. vulgaris (Yakhlef et al, 2011). Des
résultats similaires ont été obtenus par (Ettayebi e al, 2000) qui ont montré que 1’activité de
I’huile de thym a été plus efficace contre les bactéries Gram positives (Staphylococcus

aureus) que les Gram négatifs (Escherichia coli).

Ainsi, la membrane extérieure des Gram négatifs est plus riche en lipo-polysaccharides
et en protéines que celle des Gram positifs qui la rendent plus hydrophile, ce qui empéche les

terpenes hydrophobes d’y adhérer.

D’autres études ont cependant montré que les bactéries a Gram positifs seraient plus
résistantes aux huiles essentielles que les bactéries a Gram négatifs (Marzouk et al, 2006 ;

Lakhdar, 2015).

Alors que nos résultats (tableau 10,11) révelent bien la sensibilité extréme des bactéries

Gram™ et des bactéries Gram™.

L’extrait Brut de thymus vulgaris a exercés un effet inhibiteur sur 1’ensemble des

bactéries pathogenes testées.

D’une maniere générale, Huiles et I’extrait brut testé ont montrées leurs efficacités

remarquables sur les bactéries Gram™ et Gram™. HE de plante aromatique étudiée semblent
avoir un pouvoir bactéricide vis-a-vis des souches testées. En effet, aprés 24 H d’incubation,

aucune croissance bactérienne n’a ét€ observée dans les différentes zones d’inhibition.

Le travail de tous ces auteurs confirme donc nos résultats dans la mesure ou toutes les
souches testées ont été extrémement sensible a I’HE. (Mebarki 2010) et (Abdelli 2017) ont

aussi démontrés 1’effet bactéricide de I’'HE du thym sur Escherichia coli, Pseudomonas
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aeruginosa, Staphylococcus aureus avec des CMI allant de 1. 25 a 0312 ul /mletde 1 a
0.06 %.

Cette grande activité antibactérienne des huiles essentielles est liée a la présence des
phénols (thymol, Carvacrol) illustrés en figures dans I’annexe 02 qui sont majoritaires dans
I’huile du thym (Valero et al, 2006 ; Kaloustian et al, 2008). Plus les teneurs en phénols sont
élevées, plus les huiles essentielles sont efficaces (Zhiri, 2006 ; Mebarki, 2010). Cependant,
les phénols ne sont pas les seuls responsables de I’intégralité de cette activité. (Lahlou, 2004)
a prouvé que I’activité antimicrobienne des huiles essentielles est supérieure a celle de ses

composés majoritaires testés séparément.

L’activité antibactérienne de nos extraits peut étre attribuable a la présence des
composés phénoliques dans leurs compositions chimiques. En effet, les flavonoides sont
reconnus pour leur toxicité contre les micro-organismes. Le mécanisme de la toxicité peut étre
lié a I'inhibition des enzymes hydrolytiques (protéases et autres interactions) pour inactiver les

adhésines microbiennes, les protéines de transport et 'enveloppe cellulaire (Cowan, 1999).

La quercétine provoquent une augmentation de la perméabilité de la membrane
bactérienne interne et une perturbation du potentiel membranaire (Mirzoeva et al, 1997), elle
exerce aussi une activité antibactérienne contre presque toutes les bactéries responsables des

problémes respiratoires, gastro-intestinaux et urinaires (Rigano et al, 2006).

L’acide caféique quant a elle est efficace contre les bactéries (Brantner et al, 1996). Les
tannins ont une action antibactérienne puissante leur permettant d’inhiber la croissance des
bactéries ruminales (dont certaines sont sporogenes) comme Clostr idiumaminophilum,
Butyvibrio fibrisolvans, C.proteoclasterium (Chatterjee et al. 2004 ; Leitao, 2005), ainsi que
les bactéries responsables de différentes infections chez I’homme : Escherichia coli, S.

aureus, Helicobacter pylori, Proteus mirabilis.

Cette étude confirme donc la possibilité d’utiliser les feuilles seches de 7. vulgaris et
celles de I’extrait Brut dans la prévention de plusieurs pathologies telles que ; les maladies
infectieuses et les gastroentérites, et aussi de valoriser leur utilisation en industrie

pharmaceutique et agroalimentaire (Chebaibi et al, 2011 ; Cheurfa et Allem, 2017).




Conclusion

De nos jours, I'utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a recu un grand
intérét dans la recherche biomédicale et devient aussi importante que la chimiothérapie. Ce
regain d’intérét vient d’une part du fait que les plantes médicinales représentent une source
inépuisable de substances et de composés naturels bioactifs et d’autre part du besoin de la

recherche d’une meilleure médication par une thérapie plus douce sans effets secondaires.

La plante, Thymus vulgaris été choisie pour cette présente étude pour ces propriétés

antibactériennes et son utilisation large en médecine traditionnelle.

Dans le présent travail, nous avons intéressé aux effets antibactériens d’HE et de ’extrait

éthanolique des feuilles de thymus vulgaris.

Les résultats obtenus indiquent que le rendement d’extraction de I’huile essentielle par
hydro distillation est de 1.11% et 3.43% pour l'extrait brut pour la cinétique d’extraction a
montré que la quasi- totalité de I’huile essentielle est extraite au bout des 80 premieres

minutes.

L’extrait éthanolique et I’'HE de thymus vulgaris ont été testés in vitro, pour leur
pouvoir inhibiteur contre les souches bactériennes pathogenes : Escherichia coli,

Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa.

Les résultats montrent que 1’extrait de thymus vulgaris possede une forte activité
antibactérienne représentée avec des diametres d’inhibition variant entre 24 mm et 34 mm

pour les souches bactérienne et avec un diametre del3 mm a 32 mm pour huile essentielle.

La concentration minimale inhibitrice (CMI) permet de déterminer la plus petite
concentration qui inhibe la croissance des bactéries, d’apres notre résultat Pseudomonas c’est
la souche la plus sensible a I’action de I’huile essentielle avec une CMI de L’ordre de 0.007

wl/ml. Et de 0.0031 pl/ml avec I’extrait Brut.

Concernant Escherichia coli présenté la valeur de CMI la plus faible A 1’opposé,

Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus.

Notre résultat montre que les bactéries testées sont toutes sensibles aux extraits de

thymus vulgaris ainsi des zones d’inhibitions supérieures a celles engendrées par les HEs.




Conclusion

L’utilisation des extraits des feuilles pourrait constituer une source naturelle contre le

probleme de résistance des bactéries aux antibiotiques.

Au bout de cette étude, nous retiendrons que les extraits biologiques de notre plante

exercent un fort effet antibactérien sur les souches étudiées et pourrait par conséquent étre

utilisé dans le traitement des maladies infectieuse.

Dans L'avenir On Suggérons :

Testant d’autres méthodes d’extraction et leurs influences sur le rendement et la
composition chimique des huiles essentielles.

Extrayant les huiles de d’autres parties des plantes et les étudier.

L’huile essentielle et 1’extrait de thymus vulgaris mériterait une place importante a
I’officine. Des études complémentaires, sur sa toxicité chez I’Homme, pourraient
motiver son utilisation dans le cadre de nouvelles stratégies thérapeutiques.
Déterminer les principes actifs présents dans ces extraits qui sont responsables de cette
activité antibactérienne et de les utilisés comme médicament.

Elargissant le spectre des propriétés biologiques que peuvent posséder les huiles
essentielles en évaluant d’autres activités tant au niveau in vitro qu’in vivo telles que
I’activité antitumorale, antivirale, insecticide et allélopathique.

Les plantes médicinales peuvent offrir une nouvelle source d'agents antibactériens a

utiliser.
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Annexe 01 : liste des médicaments a base de thym.

Médicament Propriété
Thymoseptine est utilis€ comme expectorant
% Thymoseptine en cas de toux associée a un refroidissement.

i expectorants [SESEs

| el e

_i_i_-’ﬁlmaﬂ“
SPRAY

GORGE - KEEL
Thymo
spray =

THYM -TUM

'fﬂ-’ff wd

#

SANS MENTHE
ZONDER MUNT

=

-“m'%n- [_'; 2

AR

Thymoseptine contient de I'extrait de thym,
pour son action apaisante de la gorge. Cette
plante aromatique typique des régions
méditerranéennes possede des propriétés
assainissantes précieuses dans les irritations
de la gorge et les enrouements.

Ingrédients

200 mg d'extrait sec de Thymus vulgaris L.,
herba (équivalent a 1,2 g - 2,0 g de feuilles et
fleurs de thym). Solvant d'extraction
éthanol 70 % V/V.

—

naturactive

; TABORATOIRES PIERRE FABRE

—

,GOUTTES AUX

ESSENCES

’i Affections
bronchigues
aigués bénignes

Ce médicament est une association d'huiles
essentielles végétales (terpenes) qui possede
une action locale antiseptique sur les
muqueuses  des voies  respiratoires.
Il est utilisé dans le traitement d'appoint des
affections bronchiques aigués bénignes.
Composition :

Thym, huile essentielle 0,465 mg

Alcool 100 mg

Thymian
Thyrn/TimO

Pommade de Thym

Il en faut peu pour soulager les symptomes
du rhume et les bronches encombrées
Ingrédients Thymus, calendula, chamomilla

Poids 125 ¢




Les Annexes

i R

[~ e EsTicrlERy
Aargile

Thym Propo lis

Le Sy
erilure au
o fort digestif

Complément alimentaire a base du thym
Contribue au confort digestif.
100% d’origine naturelle.

Extrait sec de thym 500mg

Médicament de phytothérapie.

Traditionnellement utilisé dans le traitement
symptomatique de la toux.

Composition du médicament
ARKOGELULES THYM

Principes actifs: Thym
Excipients: Tunique de la gélule
Hypromellose (E464).

Creme de soin a usage externe

Bienfaisante et libératrice.

Avec sa senteur aromatique intense et son
effet rafraichissant, vivifiant, la Créme au

thym favorise le bien-€tre.

TRADITION. Y7 tac m])i_]"amm

o it o e Lty kg
oA e FETN TR ks P AN
T

L'infusion MEDIFLOR® Thym
DAYANG Infusion bio thym

apporte un effet apaisant et agréable sur la
gorge, le pharynx et les cordes vocales.

Composition : Thym, feuilles (Thymus
vulgaris) 100%.

Une boite contient 24 sachets-dose.
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Annexe 02 : Les composés chimiques de thym.

Espéce Familles Compositions
Phénols Thymol (30-70%)
(20-80%) Carvacrol (3-15 %)

Thymus Alcools Linalool (4 - 6.5%)

Vulgaris a-terpinéol (7.8 — 8.9%)

Monoterpenes hydrocarbonés p-cymene (15 — 20%)
y-terpinene (5 — 10%)

bornéol, camphre, limonene, myrcene,
B-pinene, transsabinene hydrate et

terpinene-4-ol (0.5 — 1.5%)

Sesquiterpenes hydrocarbonés | B-caryophyllene (1 — 3%).
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Annexe 03 :Gélose Muller-Hinton.

Composition :

= Infusion de viande de beeuf 300 ml
= Peptone de caséine :17,5 g

* Amidon de mais:1.5 g

= Agar:l7g

= PH:74

Annexe 04 : Préparation de la gélose nutritive.

» On pese 28¢g de la poudre dans un litre d’eau distillé.
» Porter a 1’ébullition jusqu’a dissolution compléte.
» Répartir en tubes ou flacons et stériliser a I’autoclave a 121 °C pendant 15 minutes.
Au moment de ’emploi. Faire fondre le milieu au bain marie bouillant et le couler en
boites de pétri. L’épaisseur de la couche de gélose doit étre de 4mm. Sécher les boites 30 min

a37°C
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Annexe 05: Résultats de I’aromatogramme de Thymus vulgaris.

Figure 01 : Résultats de I’aromatogramme de I’huile essentielle et de 1’extrait brut de

T. Vulgaris.
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Annexe 06 : Résultats de la CMI de I’extrait brut et I’huile essentielle.

Figure 02 : Résultats de la CMI de I’extrait brut et ’huile essentielle de 7. Vulgaris.
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