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Résumé

Le thym « Thymus vulgaris » est une plante aromatique, trés répandue en Algérie et trés
utilisée par les populations locales pour ses vertus medicinales. L'objectif de la présente étude
est de determiner l'activité antimicrobienne des huiles essentiels de Thymus vulgaris sur
certains agents pathogenes. L’huile de Thymus vulgaris a été préparée par hydrodistillation et
testée contre quatre souches microbiennes, a savoir: Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus et Candida albicans, par la méthode de diffusion sur
disque. L’huile de Thymus vulgaris a des concentrations de 31.52a 1000ul/ml a montré une
forte activité inhibitrice sur tous les isolats, produisant des zones d'inhibition allant de 8 a 65
mm, avec des sensibilités différentes selon 1’espéce et la concentration appliquée. Cette méme
huile n’a révélé aucun effet inhibiteur vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa. D’aprés ces
résultats, on peut dire que I’huile essentielle de Thymus vulgaris mérite une étude plus
approfondie afin d’exploiter ses propriétés. Ce travail rentre dans le cadre plus global de la

mise en valeur des plantes aromatiques et médicinales d’Algérie.

Mots clés : Thymus vulgaris, hydrodistillation, huile essentielle, activité antimicrobienne.



Abstract:

Thyme Thymus vulgaris is an aromatic plant, widespread in Algeria and widely used by local
populations for its medicinal properties. The objective of the present study is to determine the
antimicrobial activity of Thymus vulgaris oil on certain pathogens. Thymus vulgaris oil was
prepared by hydrodistillation and tested against four microbial strains, namely: Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus and Candida albicans, by the disk
diffusion method. Thymus vulgaris oil at concentrations of 31.52 at 1000 pl/ml showed strong
inhibitory activity on all isolates, producing zones of inhibition ranging from 8 to 65 mm,
with different sensitivities depending on species and location. concentration applied. This
same oil showed no inhibitory effect against Pseudomonas aeruginosa. Based on these
results, it can be said that Thymus vulgaris essential oil deserves further study in order to
exploit their properties. This work falls within the more global framework of the development
of aromatic and medicinal plants of Algeria.

Key words : Thymus vulgaris, hydrodistillation, essential oil, antimicrobialactivity.
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Introduction générale

Introduction générale :

Depuis les temps les plus anciens, I’homme a appris a utiliser les ressources végétales
que le monde lui offre pour ses besoins élémentaires ; pour se nourrir, se soigner et méme
parfois dans ses rites religieux en ramassant tout d’abord les racines, les feuilles, les graines et
les fruits sauvages, en se consacrant ensuite a la culture des especes. L’une des valorisations
possibles de cette richesse naturelle, que sont les plantes, est I’extraction de leurs huiles
essentielles,produits connus et utilisés par les égyptiens, les perses et les grecs, pour leurs

propriétés aromatisantes et médicinales.

Vu sa diversité climatique ainsi que la nature de ses sols, notre pays recéle des
ressources végétales inestimables. Le thym est parmi les plantes les plus répandues en Algérie
et dont notre pays peut tirer profit. Cette plante est trés recherchée par les industries de
I’aromatisation, de la parfumerie, des cosmétiques et de la pharmacologie. En effet, ses huiles
essentielles ont suscité ces derniéres années un intérét particulier des chercheurs pour

I’importance du rendement et I’intérét thérapeutique qu’elles revétent.

La famille des Lamiacées est I'une des plus répandues dans le régne végétal (Naghibi F
et al., 2005). C'est une famille d’une grande importance aussi bien pour son utilisation en
industrie alimentaire et en parfumerie qu'en thérapeutique. Elle est I'une des familles les plus
utilisées comme source mondiale d'épices et d’extraits a fort pouvoir antibactérien,
antifongique, anti-inflammatoire et antioxydant (Gherman et al., 2000 ; Bouhdid et al., 2006;
Hilan et al., 2006).

Dans le cadre de la valorisation des especes végétales algériennes, et compte tenu des
vertus thérapeutiques que représentent les Lamiacées. L’étude s’est portée sur 1’espece
Thymus vulgaris, bien que relativement abondant et largement utilisé.

Le présent travail porte sur I’étude de I’activité antimicrobienne de I’huile essentielle de
Thymus vulgaris vis-a-vis de certaines souches microbiennes. Cette étude est répartie en cing
chapitres, dans le premier chapitre, on parlera des huiles essentielles, le deuxieme chapitre
sera consacré aux activités biologiques des huiles essentielles et dans le troisieme chapitre, on
abordera le matériel végétal « Thymus vulgaris». le quatrieme chapitre présente le matériel et
les méthodes utilisees pour la réalisation de ce travail, et un cinquieme chapitre, qui regroupe
et discute les résultats obtenus. Ce travail est achevé par une conclusion .

1



Chapitre I

Les huiles essentielles.



Chapitre | : Les huiles essentielles

I.1. Historique

Les premicres traces de [’utilisation des plantes datent de 40000 ans av, JC.
L’Egypteancienne & partir de 4500 ans av. JC., nous apporte des descriptions détaillées sur
papyrus des plantes utilisées en médecine, en parfumerie et pour 1’embaumement des
défunts(Desramaux, 2018). Le papyrus égyptien d’Ebers, que ’on fait remonter a 1600 av
J.C, est le premier recueil consacré aux plantes médicinales (Hessas & Simoud, 2018). Par
ailleurs, les traces de I’utilisation des plantes médicinales existent dans des textes chinois
datant de plus de 5000 ans avant J.C. En Inde, les Vedas, livres sacrés rédigés vers 1500 ans
avant J.C, contiennent eux aussi des témoignages de la connaissance des plantes (Hessas &
Simoud,2018).
La premiére extraction des huiles essentielles par distillation a la vapeur d’eau a été réalisée
par le médecin arabe, Ibn Sinna « Avicenne » (980-1037), qui mit au point un alambic et
produit la premiére huile essentielle pure. Il faudra attendre la fin des Croisades vers le
XII¢me siecle et le retour des chevaliers en Europe, afin qu’ils rapportent les découvertes de
la distillation a la vapeur d’eau et I’emploi des huiles essentielles.
C’est ainsi que I’aromathérapie s’installera en Occident (Veyrune, 2019).

En 1910, René-Maurice Gatte fossé, chimiste, parfumeur et pére de 1’aromathérapie
scientifique, se brdla la main lors d'une explosion dans son laboratoire, il eut le reflexe génial
de plonger ses mains dans un récipient rempli d’huile essentielle de lavande. Soulagé
instantanément, sa plaie se guérit avec une rapidité déconcertante. Etonné par ce résultat, il
décida d’étudier les huiles essentielles et leurs propriétés et créa le mot Aromathérapie du
grec« aroma » (arome) et « thérapie » (soin) (Abadlia et Chebbour , 2014 ; Laurent, 2017).

Aujourd’hui, I’aromathérapie est répandue dans le monde entier et les connaissances
quant a I’utilisation des plantes sont précises. De nombreux laboratoires travaillent sur la

recherche de 1’aromathérapie certifiée bio (Desramaux, 2018).



Chapitre | : Les huiles essentielles

1.2. Définition

Le terme “Huile essentielle” a été inventé au 16éme siécle par le médecin suisse

Parascelsus Von Hohenheim afin de désigner le composé actif d’un remede naturel
(Bouchekrit , 2018).
L’ Association Francgaise de Normalisation : AFNOR, Edition 2000, définit I’huile essentielle
comme : « Produit obtenu a partir d’une maticre premicre végétale, soit par entrainement a la
vapeur d’eau soit par des procédés mécaniques, I’huile est ensuite séparée de la phase aqueuse
par des procédés physiques » (Abadlia et Chebbour, 2014).

Selon la norme ISO 9235 , I’huile essentielle est : « Produit obtenu a partir d’une matiére
premicre naturelle d’origine végétale, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par des
procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe de fruits de citrus (agrumes), soit par distillation
séche, apres separation de I'eventuelle phase aqueuse par des procédeés physique » (Barbelet,
2015).

1.3. Caractéristiques et propriétés des huiles essentielles
1.3.1. Caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles :

Les huiles essentielles ont des propriétés organoleptiques telles que I’odeur, I’aspect et la
couleur (Guerrouf, 2017).

e La couleur : généralement incolore ou jaune pale a 1’exception de quelques huiles
essentielles telles que 1’huile de 1’ Achillée et ’huile de la Matricaire. Ces derniéres se
caractérisent par une coloration bleue a bleu verdatre, due a la présence de 1’azuléne et
du cham azuléne(Lamamra, 2007).

e L’odeur : Les huiles essentielles sont aisément remarquables par leur odeur qui peut
étre trés agréable (Lavande, Romarin...) ou repoussante (Barbote dite «Fétide»)
(Rahmouni, 2014).

e L’aspect : Les huiles essentielles sont liquides a température ambiante mais aussi
volatiles, ce qui les différencie des huiles dites fixes. Elles sont liposolubles et
solubles dans les solvants organiques usuels ainsi que dans 1’alcool, entrainables a la
vapeur d’eau mais trés peu solubles dans 1’eau. Il faut donc impérativement un

tensioactif pour permettre leur mise en suspension dans 1’eau (Lakhdar, 2015).
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1.3.2. Propriétés physico-chimiques

Les caracteristiques organoleptiques (aspect, couleur, odeur) ne donnent que
désinformations trés limitées sur ces essences, il est nécessaire de faire appel a d’autres
techniques de caractérisation plus précises. La qualité d’une huile essentielle et sa valeur sont
définies par des normes admises et portant sur les indices physicochimiques.
Les HEs sont caractérisées par leurs propriétés physiques (densité relative, indice de
réfraction) ainsi que par leurs propriétés chimiques (indice d’acide). (Yaacoub et Tlidjane,
2018).
a) Densité relative d20

La plupart des huiles essentielles ont une densité inférieure a celle de I’ecau (densité <1),
cela permet leur séparation dans 1’essencier lors de leur extraction par hydro- distillation.
Cependant certaines ont une densité supérieure a celle de 1’eau telle que I’huile essentielle de
girofle, de cannelle, de carotte et de sassafras.(Desramaux, 2018).

Selon la norme AFNOR (Association Francaise de Normalisation) (AFNOR : NF T 75-
111. 2000), la densité relative de I’'HE est définie comme étant le rapport de la masse d’un
certain volume d’huile a 20°C et la masse de volume d’eau distillée a 20°C. On effectue la
correction & 20°C par la formule :
d20=d exp + 0,00073 (T exp — 20).
d20: Densité a 20°C,
d exp: Densité mesurée

Texp: Température ambiante

b) Indice de réfraction I]D20

L’indice de réfraction d’une huile essentielle est le rapport entre le sinus de ’angle
d’incidence et le sinus de 1’angle de réfraction d’un rayon lumineux de longueur d’onde
déterminée, passant de 1’air dans I’huile essentielle maintenue a une température constante.
L'indice de réfraction des HEs est généralement élevé. Il est supérieur a celui de l'eau a
20 °C=1.3356 (Mile Attou, 2017).

Selon la norme AFNOR (AFNOR : NF T 75 — 112. 2000), I’indice de réfraction est
calculé par la relation : []D20=1]D T + 0,00045 (T — 20).
I1D20: Indice de réfraction a20°C.
I1DT: Indice de réfraction a la température ambiante ou de mesure.

T: Température ambiante.
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¢) Indice d’acide 1A

L'indice d'acide indique le comportement et la quantité des acides libres présents dans
notre huile. 1l peut aussi nous renseigner sur la susceptibilité de I'huile a subir des altérations,
notamment I'oxydation (Ouis, 2015).
Selon la nome AFNOR (AFNOR : NFT 75 — 103. 2000), Il représente le nombre en
milligrammes d’hydroxyde de potassium (KOH) nécessaire a la neutralisation des acides
libres contenus dans 1g d’huile essentielle.
Il est calculé par la formule : IA =N. V 56,1/PE.
IA : indice d’acide.
N: normalité de KOH.
V: volume de la solution de KOH (ml).
PE: prise d’essai de I’huile essentielle (g).
56,1 : masse molaire de KOH

I.4.La phytochimie des huiles essentielles

Les huiles essentielles se caractérisent par une composition chimique analysable et trés
variable. Le nombre de composants isolés est d’environ des milliers. Ces constituants
appartiennent, de fagon quasi exclusive, a deux groupes caractérises par des origines
biogénétiques distinctes :

* |e groupe des trapézoides

* le groupe des composés aromatiques dérivés du phenylpropane, beaucoup moins fréquents

Les huiles essentielles peuvent également renfermer divers produits issus du
processus de dégradation mettant en jeu des constituants non volatils (Lamamra, 2007),et
contrairement a ce que son nom laisse supposer, I'huile essentielle pure et naturelle ne
contient aucun corps gras. Elles ne contiennent ni vitamine, ni sels minéraux, mais peuvent
modifier leur absorption et leur assimilation par 1’organisme (Guerrouf, 2017).Seuls les
terpénes les plus volatils, c'est-a-dire ceux dont la masse moléculaire n'est pas trop élevée, y
sont rencontrés soit les monoterpenes et les sesquiterpenes. Les terpenes sont des composés
issus du couplage de plusieurs unités « isopréniques » (CsHs), soit deux unités pour les
monoterpenes (CioHis) et trois pour les sesquiterpénes (CisHz4).Exceptionnellement, quelques

diterpénes (C20Hs2) peuvent se retrouver dans les huiles essentielles (Piochon, 2008).
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1.4.1. Les composés terpéniques

a. Monoterpenes C10

Ce sont des composeés :

v

v
v
v
v
v

Anti infectieux, bactéricides, virucides et fongicides.

Stimulent les glandes & mucines « décongestion des voies respiratoires »

Utilisés dans les pathologies ORL.

Antalgiques cutanés, lors de douleurs localisées.

Excellents immunostimulants,

Toniques généraux (Neurotoxiques) (Laurent, 2017) (figure 1)

Y0P Q

Camphene 2-Carene 3-Carene Limonene Myrcene

Figure 1. Structures de quelques monoterpénes

b. Les sesquiterpénes C15

lls sont :

D N N N NN

Antiseptiques et bactéricides.

Puissants anti-inflammatoires.

Utilisés dans les pathologies artériocapillaires

Antiallergiques

Antihistaminique chez certains asthmatiques (Laurent, 2017) (figure 2).

Figure 2. Structures de quelques sesquiterpenes.



Chapitre | : Les huiles essentielles

Par ailleurs, la réactivité des cations intermédiaires obtenus lors du processus de biosynthese
des mono- et sesquiterpénes explique I'existence d'un grand nombre de molécules dérivées
fonctionnalisées telles que des alcools, des cétones, des aldéhydes et des esters (Piochon,
2008)
1.4.2. Les composés aromatiques

Ces composés dérivent du phenylpropane (C6-C3), Ils sont moins fréquents que
les terpenes. Cette classe comprend des composés odorants comme la vanilline,
I’eugénol, I’anéthole et I’estragole. IIs se distinguent entre eux par :
- Le nombre et la position des groupements hydroxyles et méthoxy.
- La position de la double liaison de la chaine latérale, allylique ou propénylique.

- Le degré d’oxydation de la chaine aliphatique (Ouis, 2015) (figure 3).

CH;y
@EH. CH=CH-
Q (Hy
Toluéne Xylene Styréne
I'|1E-,h ___r.'l'l,_ oy

™ CHy=CH,
o
| LHy iCH,
. =

Cuméne Mesityléne Ethylbenzene

Figure 3.Structure de quelques composés aromatiques
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1.4.3. Composés d’origine diverse

En générale, ils sont de faibles poids moléculaire, entrainables lors de 1’hydrodistillation, ce
sont des hydrocarbures aliphatiques a chaine linéaire ou ramifiée porteurs de différentes
fonctions par exemple 1’heptane et la paraffine dans ’essence de camomille (Hessas et
Simoud, 2018).

I.5.Localisation des huiles essentielles

Les HEs n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs. Elles sont
produites dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et s’accumulent en général dans des
cellules glandulaires spécialisées, souvent situées sur ou a proximité de la surface des tissus

de plantes et recouvertes d’une cuticule (Mebarki, 2010).

Elles sont alors stockées dans des cellules a huiles essentielles (Lauracée ou Zingibéracée),
dans des poils sécréteurs (Lamiacée), dans des poches sécrétrices (Myrtacée ou Rutacée) ou
dans des canaux sécréteurs (Apiacieae ou Asteraceae) (Abadlia et Chebbour, 2014) (tableau
1).

Tableau 1. Organes de certaines plantes riches en huiles essentielles(Echchaoui, 2018)

Organe Exemples

Feuilles d'angiospermes Romarin, sauge, menthe
Feuille de gymnospermes sapin, cedre

Tiges Citronnelle, lemongrass
Ecorces Cannelier

Racines Angelica, vetiver
Rhizomes Acorus, gingembre
Bulbes Oignon, ail

Bois Santal

Fruits Bleuet, citron

Fleurs Jasmin, rose

Graines Aneth, carvi
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1.6. Toxicité des huiles essentielles

Alors que de nombreux ouvrages font référence a la toxicité de nombreux produits sur le
marché, la toxicité des huiles essentielles est moins investiguée. La plupart du temps, sous le
terme de toxicité sont décrites des données
expérimentales accumulées en vue dévaluer le risque que représente leur emploi. Les
interactions de ces produits avec les médicaments sont aussi peu mentionnées (Pibiri,2006).

Cependant quelques informations sur certaines toxicités sont décrites par la littérature a savoir

1.6.1. Toxicité par ingestion

En regle générale, les huiles essentielles d'usage commun ont une toxicité par voie orale
faible ou tres faible avec des DL50 supérieures a 5 g/kg. En ce qui concerne la sarriette et
I’origan, la toxicité est plus élevée, autour des 1,4 g/kg (donnée observée chez Il'animal)
(Bruneton, 1999). Chez I'homme des intoxications aigues sont possibles. Les accidents
graves, les plus souvent observés chez les petits enfants, sont provoqués par l'ingestion en
quantité importante d'huiles essentielles girofle (eugénol), eucalyptus, gaulthérie (salicylate de
méthyl) (Pibiri,2006).

1.6.2. Toxicité dermique

Le large usage que font la parfumerie et la cosmétique de ces huiles essentielles a suscité
de nombreux travaux sur leur éventuelle toxicité (aigue ou chronique) par application locale.
Tous les ouvrages traitant des huiles essentielles donnent des concentrations maximales, les
gvictions, et les mises en garde nécessaires. Le thym, I'origan, la sarriette sont connues pour
leur pouvoir irritant, I'angélique et la bergamote sont photosensibilisantes, la cannelle est

dermocaustique et allergisante pour les peaux sensibles (Pibiri, 2006).

1.6.3. Toxicité selon la composition

Certains auteurs (Franchomme et al 1990, Mailhebiau, 1994) se basent sur la
composition des huiles essentielles et les toxicités relatives des familles biochimiques
auxquelles elles appartiennent. Une utilisation prolongée des huiles essentielles a thuyones
(thuya, absinthe, sauge officinale) est neurotoxique. Ces huiles, dont la liste n'est pas
exhaustive, sont inscrites dans un décret du Code de la Santé Publique Francaise datant de
1986 visant a interdire leur vente en France. Certaines d'entre elles sont néanmoins en vente

libre dans les autres pays européens moins restrictifs, la Suisse incluse (Pibiri, 2006).
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1.6.4. Toxicite sur cellules animales ou humaines
Certaines huiles essentielles se révélent cytotoxiques. Les huiles essentielles de thym et

de lavande selon la phase dans laquelle elles sont mises en contact (la toxicité du thym est
augmentée par contact en phase liquide et réduite en phase gazeuse, alors que c'est I'inverse
pour la lavande (Inouye, 2003), sont cytotoxiques pour des cellules de hamster chinois. Par
ailleurs, des huiles essentielles de différentes variétés d'origan ont montré une forte
cytotoxicité sur des cellules humaines dérivées de cancers (Sivropoulou et al 1996).
1.7.Les procedes d’extraction des huiles essentielles

Il existe plusieurs méthodes pour extraire les huiles essentielles. Les principales sont
basées 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 la nature de la matiére végétale a traiter, des
caractéristiques physico-chimiques de I'essence a extraire, de I'usage de I'extrait et I'ardme du
départ au cours de I'extraction (Samate Abdoul, 2001).

1.7.1. Hydrodistillation

L’hydrodistillation est composée de hydro- en grec « eau » et de -distillation qui vient du latin
stilla, « goutte » et de distillare (latin savant), « tomber goutte a goutte » (Echchaoui, 2018).
L’hydrodistillation est la méthode la plus simple et la plus anciennement utilisée et normée
pour I’extraction d’une huile essentielle, ainsi que pour le controle de qualité (Benouali,
2016).

Elle se produit dans I’appareil de Clevenger et consiste a immerger directement le matériel
vegetal a traiter (entier, coupé ou éventuellement broyé) dans un alambic rempli d’eau qui est
ensuite portée a ébullition (Figueredo, 2007). La chaleur permet 1I’éclatement et la libération
des molécules odorantes contenues dans les cellules végétales. Ces molécules aromatiques
forment avec la vapeur d’eau un mélange azéotropique (eau + huiles essentielles) et 1’huile
essentielle est séparée de la phase aqueuse par différence de densité(Zerbani, 2020).

Le systeme ¢équipé d’un cohobe généralement utilis¢é pour I’extraction des huiles
essentielles est le Clevenger. Parfois un additif ionique est ajouté, il s’agit souvent de Na Cl
qui permet d’augmenter la force ionique de I’eau et donc d’obtenir un meilleur rendement en
huile essentielle Les eaux aromatiques ainsi prélevées sont ensuite recyclées dans 1’hydro
distillateur afin de maintenir le rapport plante/eau a son niveau initial (Echchaoui,2018).

La durée de la distillation est plus longue pour les organes de plantes ligneuses que pour les

herbacées, cette différence est liée a la localisation des structures d’élaboration ou de stockage
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des huiles essentielles pouvant étre superficielles ou internes .De ce fait, elles ont une
influence sur le déroulement de 1’hydrodistillation, c'est-a-dire sur les mécanismes successifs

mis en jeu, et par conséquent sur la durée (EI kalamouni, 2010)(figure 4).

Figure4. Montage d’extraction par la technique d’hydrodistillation (Atmani-Merabet,
2018)

1.7.2. Entrainement a la vapeur d’eau

C’est la technique la plus couramment utilisée pour la fabrication des HEs. C’est la seule
distillation préconisée par la Pharmacopée francaise, car elle minimise les altérations
hydrolytiques  (notamment des esters). Dans cette méthode, la matiére
végétale n’est pas en contact avec 1’eau. Cette opération s'accomplit dans un alambic. Influx
de vapeur d'eau traverse une cuve remplie de plantes aromatiques disposées sur Desplanques
perforées. Le but consiste a emporter avec la vapeur d'eau, les constituants volatils de la

plante aromatique (Laurent, 2017).

Les huiles essentielles sont généralement obtenues par distillation et entrainement la
vapeur d’eau, cette opération s’accomplit dans un distillateur. Le matériel végétal est soumis a
I’action d’un courant de vapeur sans macération préalable. Ce courant de vapeur entraine les
molécules aromatiques vers un systéeme de refroidissement. La vapeur d’eau chargée ainsi
d’essence retourne a 1’état liquide par condensation. Le produit de la distillation se sépare
donc en deux phases distinctes : I’huile essentielle et I’eau condensée que 1’on appelle eau

florale ou hydrolat (Sarni et Yelles, 2017).
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Les méthodes d'extraction par I'entrainement a la vapeur d'eau sont basées sur le fait que la
plupart des composes volatils contenus dans les végétaux sont entrainables parla vapeur d'eau,
du fait de leur point d'ébullition relativement bas et de leur caractere hydrophobe. Sous
I'action de la vapeur d'eau introduite ou formée dans I'extracteur, I’essence se libére du tissu
végétal et entrainée par la vapeur d'eau. Le mélange de vapeurs est condense sur une surface

froide et I'huile essentielle se sépare par décantation.

1.7.3. L’hydro diffusion

Elle consiste a pulser de la vapeur d'eau a travers la masse végétale, du haut vers le bas.
Ainsi le flux de vapeur traversant la biomasse végétale est descendant contrairement aux
techniques classiques de distillation dont le flux de vapeur est ascendant. L'avantage de cette
technique est traduit par I'amélioration qualitative et quantitative de I'huile récoltée,I'économie

du temps, de vapeur et d'énergie (Roux, 2008)

1.7.4. L’expression a froid

Elle constitue le plus simple des procédés, mais ne s‘applique qu'aux agrumes dont
I'encore des fruits comporte des poches sécrétrices d'essences. Ce procédé consiste a broyer, a
I'aide de presses, les zestes frais pour détruire les poches afin de libérer I'essence. Le produit
ainsi obtenu porte le nom d'essence, car il n'a subi aucune modification chimique (Roux,
2008).

1.8. Domaines d'utilisation des huiles essentielles

En raison de leurs diverses propriétés, les HES sont devenues une matiére
d'importance économique considérable avec un marché en constante croissance. En effet,
elles sont commercialisées et présentent un grand intérét dans divers secteurs industriels
comme en pharmacie, en alimentation, en parfumerie et en cosmétiques (Ouis, 2015).
1.8.1. En parfumerie et cosmétologie

Les propriétés odoriférantes des huiles essentielles conférent a ces derniéres une
consommation importante en parfumerie et en cosmétique. Elles présentent environ 60%des
matiéres premiéres de l'industrie des parfums synthétiques, du parfum age, des savons et des
cosmetiques (Chagra, 2019). L’utilisation des HEs dans les crémes et les gels permet de
préserver ces cosmetiques grace a leur activité antiseptique et antioxydante, tout en leur

assurant leur odeur agreable (Ait Salem, 2016).
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Les huiles essentielles, matiéres premiéres par excellence des parfumeurs, sont
classées en fonction de leurs odeurs. Ainsi les huiles essentielles de citron, de bergamote ou
encore de lavande constitueront la note la plus éphémére, dite note de téte. Des essences
fleuries comme celles de rose ou de néroli participeront a 1’élaboration de la note de cceur.
Enfin, la note de fond, la plus durable des trois, comportera plutdt des essences boisées ou

épicées comme le santal ou la cannelle (Deschepper, 2017).

1.8.2. En dentisterie

Grace a leurs propriétés aromatisants et antiseptiques, les HEs ont été largement
utilisées dans les bains de bouche congus pour 1’hygiéne buccodentaire. Les préparations a
base du thymol, d’eucalyptol et du menthol sont parmi les plus utilisées depuis longtemps
dans le monde, surtout aux Etats—Unis. Cependant, c’est juste en 1987 que les bains débouche
préparée a base d’HE ont été approuvés par 1'Association Dentaire Américaine(ADA),

attribué a leur efficacité antimicrobienne et leur sGreté (Benbelaid, 2015).

1.8.3. En pharmacie

Les effets bénéfiques des composés volatils des huiles essentielles sont utilisés depuis
fort longtemps par les anciennes civilisations pour soigner les pathologies courantes.
Aujourd’hui, aprés avoir été délaissées pendant un temps par la médecine, le potentiel
thérapeutique des huiles essentielles et de leurs constituants volatils est reconsidéré et les
études qui leurs sont consacrées abondent dans la littérature scientifique (Piochon, 2008).
L'industrie  pharmaceutique utilise les huiles essentielles en raison de leurs
pouvoirs : anti- infectieux, antiseptiques, cicatrisant, énergisant, antidouleur et anti-
inflammatoire. Les huiles essentielles sont également utilisées pour I'aromatisation déformés
médicamenteuses destinées a la voie orale. Elles constituent également le support d’une
thérapeutique particuliere : I'aromathérapie (thérapie par les huiles essentielles des plantes

aromatiques) (Abdoul DorossoSamate, 2002)

1.8.4. En agro-alimentaire

Les huiles essentielles sont utilisées comme condiments, aromates ou épices. C'est le
cas des essences de gingembre, de girofle, de vanille, de basilic, de poivre et de citrus. Les
huiles essentielles extraites de citrus, par exemple, trouvent leur utilisation dans la confiserie,

les sirops, les biscuiteries. On note leur intégration aussi dans les boissons, les produits
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laitiers, les soupes, les sauces, les snacks, les boulangeries ainsi que la nutrition animale
(Abadlia et Chebbour, 2014).

1.9. Méthodes d’analyses et controle de qualité des huiles essentielles

Selon la pharmacopée frangaise et européenne, le contrle des huiles essentielles
s’effectue par différents essais, comme la miscibilit¢ a I'éthanol et certaines mesures
physiques : indice de réfraction, pouvoir rotatoire et densité relative. La couleur et I'odeur
sont aussi des parametres importants. La meilleure carte d'identité quantitative d'une huile
essentielle reste cependant le profil chromatographie en phase gazeuse. Il permet de connaitre

trés exactement la composition chimique et de rechercher d'éventuelles traces de produits
indésirables tels des pesticides ou des produits chimiques ajoutés (Abbes, 2014).

Ces caractéristiques propres a chaque huile seront ensuite utilisées pour décrire I'huile
essentielle et servir de critére de qualité.

Les méthodes de détermination des caractéristiques physico- chimiques a utiliser sont
décrites avec précision dans le recueil de normes publiées par I'Association Francaise de
Normalisation (AFNOR, 1996), elles-mémes identiques aux normes internationales de I'ISO)
(Bouguera, 2012).

Deux autres types d’analyse qui ont pour but d'identifier les différents constituants de
I'huile essentielle afin d'en connaitre la composition chimique, la chromatographie en phase
gazeuse GC et la chromatographique en phase gazeuse couplée a la spectroscopie de masse
GC/MS. La chromatographique en phase gazeuse GC est utilisée pour I’analyse quantitative
et la chromatographique en phase gazeuse couplée a la spectroscopie de masse GC/MS pour
’analyse qualitative (Sarni et Yelles, 2017).

La chromatographie est un procédé de séparation des constituants d’un mélange ; elle est
devenue une methode analytique de tout premier plan, pour identifier et quantifier les

composés d’une phase liquide ou gazeuse homogéne (Dridi, 2016).

1.9.1. Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

La chromatographie en phase gazeuse est une méthode d’analyse par séparation des
composés gazeux ou vaporisables par chauffage sans décomposition. Elle permet ainsi
I’examen de mélanges pouvant étre trés complexes et dont les constituants différent tant
parleur nature que par leur volatilité (Deschepper, 2017). La CPG est basée sur la répartition

du produit analysé entre la phase gazeuse mobile et une phase liquide ou solide stationnaire.
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Les substances séparées sont affichées sur le chromatogramme, et chaque piquets caractérisé
par un temps de rétention et une surface permettant ainsi de déterminer I’identité et le

pourcentage de chaque constituant (Hessas et Simoud, 2018).

Le produit a analyser est introduit dans 1’injecteur. Il est volatilisé et entrainé par un gaz
vecteur (N2, H2, He ou un mélange de H2 /N2). Le mélange traverse une colonne ou
s’effectue une opération entre les différents constituants. A la suite, ils sont captés par un
détecteur (Ouis, 2015).

1.9.2. Couplage chromatographie phase gazeuse/spectrométrie de masse (CPG/SM)

D’un point de vue analytique, d’important progres ont été réalisés en couplant la CPG
avec un spectrometre de masse (SM). En effet, le couplage CPG-SM en mode impact
électronique (IE), dit CPG-SM(IE), est la technique utilisée en routine pour I’analyse dans le
domaine des huiles essentielles (Sutour, 2010). La chromatographie en phase gazeuse sépare
des fractions moléculaires. La spectroscopie de masse utilise des sources énergétiques pour
ioniser, fragmenter et enfin séparer les groupements moléculaires selon le rapport
masse/charge électrique (m/q) (Yaacoub et Tlidjane, 2018).

Le couplage de la chromatographie en phase gazeuse avec la spectrométrie de
masse(CPG/SM) permet d’effectuer simultanément la séparation et ’analyse des différents
constituants d’un mélange complexe. Il existe deux modes d’ionisation :

I’ionisation par impact électronique (IE) et I’ionisation chimique (IC). Dans ce dernier cas, on
distingue 1’ionisation chimique positive (ICP) et DI’ionisation chimique négative (ICN)
(Paolini,2015).

1.9.3. La spectrométrie de masse (SM)

Le spectromeétre de masse est un appareil qui sert a établir les masses moléculaires et la
structure des substances. L’identification du composé se fait en analysant les ions formés sa
partir de la substance (Dridi, 2005).

Le principe de la SM repose sur I’introduction d’un composé organique ionisé par
bombardement électronique a 70 eV dans le spectrométre de masse. L'ion ainsi obtenu, appelé
ion moléculaire, permet la détermination de la masse molaire du composé( Echchaoui, 2018).
Comme la CPG, La spectrométrie de masse est une technique analytique qualitative et

quantitative dont le domaine d’application est trés étendu (Hessaset Simoud, 2018).
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1.9.4. Chromatographie sur couche mince (CCM)
La chromatographie sur couche mince est une méthode analytique complémentaire de la
CPG, intéressante par sa simplicité et sa mouillabilité. Elle autorise également une analyse
sans chauffage et permet donc d’éviter d’éventuelles dégradations (Deschepper,2017).
Elle repose principalement sur des phénomeénes d'adsorption. Aprés que
I'échantillonnait été déposé sur la phase stationnaire, fixée sur une plaque de verre ou sur une
feuille semi- rigide en plastique ou en aluminium, les substances migrent, entrainées par la
phase mobile composée d’un ou de plusieurs solvants. Ensuite, le repérage des molécules
s’effectue soit par ultra-violet (UV), soit par un colorant specifique ou encore par exposition

aux vapeurs d’iode (Echchaoui, 2018)
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I1. Les activités biologiques des huiles essentielles
Les plantes aromatiques possédent plusieurs activités biologiques, parmi lesquelles on peut
citer les activités Fongicide, Insecticide, Herbicide, Bactéricide, Antioxydante...etc. Les huiles
essentielles sont connues pour étre douées de propriétés antiseptiques et antimicrobiennes.
Beaucoup d'entre elles, ont des propriétés antitoxiques, antivenimeuses, antivirales, anti-
oxydants, et antiparasitaires. Plus récemment, on leur reconnait également des propriétés
anticancéreuses-(Baser, K.H.C. and G. Buchbauer 2015, Lahlou, M.2004.).
L'activité biologique d'une huile essentielle est & mettre en relation avec sa composition
chimique et les possibles effets synergiques entre ses composants. Sa valeur tient a
I'intégralité de ses constituants et non seulement & ses composés majoritaires (Lahlou,
M.2004)
I1.1. Activité antibactérienne
Un agent antimicrobien est une substance d’origine synthétique ou naturelle, utilisée pour la
destruction ou I’inhibition de la croissance de micro-organismes, notamment des bactéries
(Courvalin, Pet al.,1990)
Beaucoup de plantes aromatiques et leurs huiles essentielles montrent une activité
antimicrobienne qui pourraient empécher la croissance des microorganismes d’altération et
pathogénes, améliorant de ce fait la sécurité alimentaire (Sacchetti, G., et al. 2005)(de
Souza, E.L., et al., 2006).
L’activité antimicrobienne des huiles essentielles est principalement liee a leur
composition chimique, en particulier de leurs composés volatils majeurs. Jusqu’a présent, il
n’existe pas d’étude pouvant nous donner une idée claire et précise sur le mode d’action des
HEs. Etant donné la complexité de leur composition chimique, tout laisse & penser que ce
mode d’action est assez complexe et difficile a cerner du point de vue moléculaire. Il est tres
probable que chacun des constituants des HEs ait son propre mécanisme d’action. Les
caractéristiques des huiles essentielles sont attribuées aux dérives trapézoides et phényl
propanoides dont elles sont constituées. L’activité de ces molécules bioactives dépend, a la
fois, du caractere lipophile de leur squelette hydrocarboné et du caractére hydrophile de
leurs groupements fonctionnels. Les molécules oxygénees sont généralement plus actives que

les molécules hydrocarbonées (Guinoiseau, E. 2010) (. Guinoiseau, E.. 2010).
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Les terpénes ainsi que les flavonoides peuvent pénétrer dans la double couche
phospholipidique de la membrane de la cellule bactérienne et induire sa rupture. Le contenu
cytoplasmique est déchargé a I’extérieur de la cellule impliquant sa destruction (Wendakoon,
C.N. and M. Sakaguchi 1995) (Tsuchiya, H., et al., 1996) Egalement, une perturbation
chémo-osmotique et une fuite de potassium intracytoplasmique peuvent subvenir, suivi de la
libération d’acides nucléiques, de L’ATP, et du phosphate inorganique. (Tsuchiya, H., et al. ,
1996) (Daroui-Mokaddem H. 2011).D’une maniére générale, I’action des huiles essentielles
se déroule en trois phases :

-Attaque de la paroi bactérienne par I’huile essentielle, provoquant une augmentation de la
perméabilité puis la perte des constituants cellulaires ;

-Acidification de I’intérieur de la cellule, bloquant la production de 1’énergie cellulaire et la
synthése des composants de structure ;

-Destruction du matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie.

11.2. Activité antifongique :

Dans le domaine phytosanitaire et agro-alimentaire, les huiles essentielles ou leurs composés
actifs pourraient également étre employés comme agents de protection contre les
champignons phytopathogénes et les microorganismes envahissant la denrée alimentaire (Lis-
Balchin, M.. 2003)

Les huiles essentielles agissent sur un large spectre de moisissure et de levure en inhibant la
croissance des levures et a germination des spores, I’élongation du mycélium, la sporulation
et la production de toxines chez les moisissures. L’étude de l'effet fongicide et fongistatique
des huiles essentielles vis-a-vis de champignons pathogenes a fait I'objet de plusieurs
travaux(Karaman, S., et al., 2001)(Duarte, M.C.T., et al., 2005)Comme pour I’activité
antibactérienne, le pouvoir antifongique est attribué a la présence de certaines fonctions
chimiques dans la composition des HEs. L'action antifongique de ces composées est due a
une augmentation de la perméabilité de la membrane plasmique suivie d'une rupture de celle-
ci entrainant une fuite du contenu cytoplasmique et donc la mort de la levure

(Cox, S., et al,2000). En effet, les composés terpéniques des huiles essentielles et plus
précisément leurs groupements fonctionnels tels que les phénols et les aldéhydes réagissent
avec les enzymes membranaires et dégradent la membrane plasmique des levures(Knobloch,
K., et al., 1989). Ils ont constaté egalement que les alcools et les lactones sesquiterpéniques

avaient une activité antifongique
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111 -Thymus vulgaris

111.1. Dénomination

Thymus vulgaris a été ainsi nommé par Carl VVon Linné en 1753 et reste le nom

utilisé par toutes les nomenclatures scientifiques. C’est une plante des pharmacopées
méditerranéennes. Il a la particularité de présenter une diversité de chimio types trés
importante, ce qui lui confere ainsi une grande variété de constituants meédicinaux. Les noms
vernaculaires de I’espéce Thymus vulgaris sont les suivants :

Arabe : Zaateur, Zaatar, Zaitra

Francais : thym commun, thym vulgaire, thym de jardins, farigoule et barigoule.

Allemand :Thymian, Echter Thymian, Garten thymian, ROmischerthymian.

Anglais : common thyme, garden thyme (Teuscher et al., 2005).

I11.2. Description morphologique
Thymus vulgaris est un petit sous-arbrisseau vivace, touffu et tres aromatique de 7 a30 cm de

hauteur, d'un aspect grisatre ou vert-grisatre (Figure 05).

Figure 05. La plante Thymus vulgaris

21



Chapitre 111 : Thymus vulgaris

a. Les tiges
Elles sont ligneuses a la base, herbacées supérieurement, sont presque
cylindriques. Ces tiges ligneuses et trés rameuses sont regroupées en touffe ou en buisson trés

dense. Elles peuvent acquerir, vers leur base, une assez grande épaisseur (Figure 06).

Figure 06. Tige de Thymus vulgaris
(etienne.aspord.free.fr

b. Les feuilles
Elles sont tres petites, ovales, lancéolées, a bord roulés en dessous a nervures latérales

distinctes, au pétiole extrémement court, et blanchatres a leur face inférieure (Figure 07).

“

7 ‘g/was recLgares
Becwuille cf fzges

Figure 07. Feuilles de Thymus vulgaris

22



Chapitre 111 : Thymus vulgaris

c. Les fleurs
Elles sont presque roses ou presque blanches, font de 4 a 6 mm de longueur,
réunies ordinairement au nombre de trois a 1’aisselle des feuilles supérieures. Elles forment

ainsi une sorte d’épi foliacé au sommet des ramifications de la tige (Figure 08).

Figure 08. Fleurs de Thymus vulgaris
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111.3. Classification de Thymus vulgaris

La classification botanique de Thymus Vulgaris est la suivante :
& Regne : Plantae

& Sous-régne : Tracheobionta

& Embranchement : Magnoliophyta

& Sous-embranchement : Magnoliophytina

& Classe : Magnoliopsida

&% Sous-classe : Asteridae

& Ordre : Lamiales

& Famille : Lamiaceae

& Genre : Thymus

& Espece : Thymus vulgaris (Zeghad, 2009)

I11.4. La composition chimique

Thymus vulgaris renferme une huile volatile, de couleur péle, jaune ou rouge, avec une odeur
riche, et aromatique et un gott persistant, corsé et épicé (Farrell, 1998). L’huile essentielle de
Thymus vulgaris est composée d’une quantité trés variable en phénols dont le thymol et le
carvacrol en sont les majeurs constituants. Elle contient également d’autres composants

minoritaires comme présentés dans le tableau 02(Abdelli, 2017).
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Tableau 2 .Composition chimique de I’huile essentielle de T. vulgaris (Abdelli, 2017)

Espece famille composition
Phynols Thymol(30-70%)
80-20% Carvacrol (3 — 15%)
Alcools Linalool (4 - 6.5%)

a-terpinéol (7.8 — 8.9%)

Thymus p-cymene (15 — 20%)

Vulgaris y-terpinéne (5 — 10%)
Monoterpenes Bornéole, camphre, limonéne,
Hydrocarbonés myrcéne, B-pinéne,

trans sabinéne hydrate,

terpinene-4-ol

(0.5 - 1.5%)
Sesquiterpénes B-caryophyllene
Hydrocarbonés (1-3%)

111.5. Utilisation de Thymus vulgaris:
Thymus vulgaris est une des plantes aromatiques les plus populaires utilisées dans le monde.
Il est largement utilisé dans le domaine alimentaire et celui de la médecine traditionnelle
(Adwanet et al., 2006).

L’huile essentielle de cette plante est exploitée en aromathérapie et dans les
industries alimentaires, pharmaceutiques et cosmétiques (Tisserand, 2014). Elle entre dans la
composition de divers produits pharmaceutiques tels que : les pommades antiseptiques et
cicatrisantes, les émulsions, les cataplasmes, ainsi que, les gouttes, les sirops, les élixirs oules
gélules pour le traitement des affections des voies respiratoires ainsi que des préparations

pour inhalation (Tiwari et Tandon, 2004 ; Zarzuelo et Crespo, 2002).

En raison de ses nombreuses propriétés ethno medicinales, Thymus vulgaris est utilisé

comme stimulant, antiseptique, sédatif, stomatique, antitussif, antispasmodique,
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antimicrobien, antioxydant, anti-inflammatoire, antiviral, carminatif, expectorant,

diaphorétique et diurétique (Johnson, 1998 ; Razzaghi-Abyaneh et Rai, 2013)

26



Partie Expérimentale



Chapitre IV :

Matériel et méthodes



Chapitre 1V : Matériel et méthodes

IV Matériel et méthode :

Ce présent travail a pour objectif I’extraction de I’huile essentielle, d’une plante aromatique
et médicinale (Thymus vulgaris), et la mise en évidence de ses activités antibactérienne et
I’activité antifongique. Les thématiques de ce travail ont été réalisés en partie, au laboratoire
de recherche de la faculté des sciences biologiques de I’université de khemis Miliana et

’autre partie, a été réalisée Laboratoire privé du Dr Zibouche (Ain Defla).
Dans cette partie expérimentale, nous avons presenté deux axes de recherche :
e Le premier axe, est consacré a la réalisation des opérations suivantes :
1.le séchage de matériel végétal.
2.L’extraction de 1’huile essentielles de la plante étudiée.
e Le deuxieme axe, concerne :

1.L’étude du pouvoir antibactérien de différentes concentrations d’huile essentielle de Thymus

vulgaris vis-a-vis de différentes souches bactériennes.

2.L’étude du pouvoir antifongique de différentes concentrations d’huile essentielle vis-a-vis

de la souche fongiques Candida sp.
IV.1. Description de la région de récolte

L’¢échantillonnage a ¢té effectué¢ dans une région propre, loin de tout impact de pollution. Al-
Amra est une municipalité Algérienne (anciennement connue sous le nom de Khirba) située a
environ 150 km a I’ouest d’Alger ; une des municipalités de wilaya de Ain Defla ; la chaine

de Dahra le sépare de la mer.(Figure 09).

Tableau 03. Les caracteristiques geographiques de la région de récolte de Thymus

vulgaris.
Nom Région de Altitudes(m) | Latitude Longitude Date de
scientifique | Récolte Recolte
Thymus Al-Amra 255m N36° Ele 23/03/2022
vulgaris (willayad’ AinDefla)
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Figure 09. Situation de la zone d'étude

IV.2. Préparation du matériel végetal

Aprés la récolte, la plante a été séchée puis identifiée au laboratoire de recherche de

P’université Khemis miliana .

Nous avons utilisé les parties aériennes qui sont séchées a I’ombre dans un
endroit sec et aéré pendant plusieurs jours. Apres séchage, ils ont été
sélectionnés et conservés a 1’abri de la lumiere et de I’humidité en vue de leur utilisation pour

I’extraction des huiles essentielles.

IV.3. Extraction de I’huile essentielle de Thymus vulgaris

L'extraction a été effectuée par hydrodistillation, avec un appareil de type Clevenger . On
place dans un ballon d’un litre, une quantité de Thymus vulgaris séchée me= 50g(Figure 10),
Immergée par un volume suffisant d'eau distillée(500ml) , le ballon est porté a ébullition
pendant 1 heure(Figure 11), en réglant tout d'abord la température du chauffe ballon au
maximum jusqu'a ce que le content du ballon bouillie ,puis on diminue la température de
moitié, ce qui entraine I'éclatement des cellules vegeétales et la libération des molécules

odorantes contenues dans les cellules végétales.
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Figure 11. Montage de I’appareil Clevenger du procédé de I’hydrodistillation
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Le mélange « eau +huile essentielle » est ensuite refroidi et condansé. Une fois condansées,
eau et molécules aromatiques , du fait de leur difference de densité, se séparent en une phase
aqueuse (presentée par 1’hydrolat) et une phase organique (huile essentielle) (Figure12), qu’on

va recuperé dans des tubes , puis conservée au frais et a I’abri de la lumiere (Figure 13).

phase
organigque

phase
agueuse

séparation des
a[ﬂfutqff décanter apparition de deux phases deux phases
et distilla aprés décantation

Figurel2. Montage d’extraction des huiles essentielles par hydrodistillation

32



Chapitre 1V : Matériel et méthodes

Figure 13. La conservation des huiles essentielles dans un tube a I’abri de la lumiére.
IV.4. Détermination du rendement en huile essentielle

L’extraction par hydrodistillation des huiles essentielles de plantes étudiées a été menée
chaque jour, pour définir la valeur maximale du rendement en fonction du temps de séchage
et dans les mémes conditions de travail. Le rendement est défini comme étant le rapport entre
la masse de I’huile essentielle obtenue et la masse du matériel vegetal utilisé pour cent. Apres

récupération de 1’huile, le rendement est calculé par la formule suivante ( Belyagoubi-Larbi,

2006) :

R=(m/M) %100

Avec :

m : masse d’huile essentielle récupérée (g).
M : prise d’essai du matériel végétal (g).

R : rendement en huile essentielle (en%) pour100g de la matiere végétale séche.
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IV.5. Etude des activités antimicrobiennes de ’huile de Thymus vulgaris

L’¢étude des activités antimicrobiennes de l'huile de Thymus vulgaris se fait par le
test standard de sensibilité a la diffusion sur disque sur milieu solide et par la détermination de

la concentration minimale d’inhibition CMI.(Ouis N. 2015).
IVV.5.1. Diffusion sur disque de gélose
L’activité antimicrobienne a été évalué par la mesure en millimeétres de la zone d’inhibition

décroissance des isolats bactériens et fongiques testée de la zone d’inhibition de croissance
testée

Dhscque de papien o
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esseobede
/“ R

i
!

f 1 \ l'._. .; ‘I
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wver gelose diohbiton
mkritive

Figure 14. Principe de la diffusion des disques sur milieu gélosé

IV.5.1.1. Isolement des souches microbiennes
Les souches pathogénes choisies pour I’étude de 1’activité antimicrobienne in vitro

de I’huile essentielle de Thymus vulgaris sont :
e Staphylococcus aureus ATCC 25923 ;
e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ;
e Escherichia coli ATCC 25922 (Tableau 05)
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Tableau 4. Les souches bactériennes isolées

Souches Gram Famille
Escherichia coli - Enterobacteriaceae
Pseudomonas aeruginosa | - Pseudomonadaceae
Staphylococcus aureus + Micrococcaceae

Et la souche fongique, Candida sp.

Ces souches ont été fournies gracieusement par le laboratoire du Dr Zibouche a Ain Defla

IV.5.1.2. Préparation des disques

Des disques de 6 mm de diametre sont préparés a partir de papier filtre, mis dans un
tube a essai, stérilisés a I’autoclave, 30 minutes a 120°C, puis stockés a la température

ambiante (le tube a essai est hermétiqguement fermé).

I1V.5.1.3. Préparation des dilutions de ’HE

Une série de dilutions de 1’huile essentielle dans le diméthyl sulfoxyde (DMSO) a été
réalisée :
= Dans le premier tube,500 pl d’huile essentielle et 500 ul de DMSO sont mélanggés.
= 500 pl de la premiére dilution sont transférées dans le deuxieme tube (1/4) auquel on
rajoute 500 pl de DMSO, puis agiter.
= Des dilutions a 1/8, 1/16, 1/32, 1/64 sont préparés de la méme maniére selon le

schéma de la figurelbs.
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Figure 15. Préparation des dilutions de ’HE

IV.5.1.4. Préparation d’ inoculum

- Dans la zone aseptique du bec bunsen et a partir d’une culture pure sur milieu gélose
nutritive, racler a 1’aide d’une anse quelques colonies bien isolées et identiques de
chacune des souches microbiennes a tester,

- Décharger I’anse dans 5 ml d’eau physiologique stérile, Bien homogénéiser les
suspensions microbiennes, cette suspension normalement doit étre standardisé a une charge
microbienne bien déterminé avant faire I'ensemencement sur milieu gélosé .

- L’ensemencement doit se faire dans les 15 min qui suivent la préparation de

I’inoculum (Figure 16).
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Figurel6. Préparation d’inoculum

IV.5.1.5. L’Ensemencement et dépot des disques

- La gélose nutritive liquide et stérile a été chauffée et versée dans chaque boite de Petri..
Aprés refroidissement et solidification de la gélose, un écouvillon a été trempé dans la
suspension microbienne.

- L'essorer en le pressant fermement (en le 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
serrees.

- Reépéter I'opération trois fois, en tournant la boite de Pétri de 60° a chaque fois, sans
oublier de faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme. Finir I'ensemencement en passant
I'écouvillon sur la périphérie de la gélose.

- Dans le cas de l'ensemencement de plusieurs boites de Pétri, il faut recharger
I'écouvillon a chaque fois (Figure 17).

- Des disques de papier de 6mm, préalablement préparés sont imprégnés d’une quantité
d’huile essentielle a différentes doses, et sont déposés sur la surface de la gélose
inoculée.

- Des disques non imbibés, servant de témoins négatifs, sont aussi déposés sur la

surface de la gélose inoculée (Figurel8).
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Les boites de Petri (Figurel9) ont été incubées a 1’étuve a 37 °C pendant 24 h pour les
souches bactériennes, et pendant 48 & 72 h pour la souche fongique.

Figure 18. Dépdt des disques
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2022/4/23 12:06

Figure 19.les échantillons obtenus a partir du processus de diffusion

IV.5.1.6. Lecture

Aprés I’ incubation, les diamétres des zones d’inhibition autour de chaque disque (diamétre de
la zone d’inhibition plus le diamétre des disques) ont été mesurés. Pour chaque dose et chaque
souche, trois répeétitions ont été menés et la moyenne des mesures a été enregistrée.

La sensibilité des souches aux agents antimicrobiens a été classée en fonction des diameétres
des zones d’inhibition « D » comme suit ( Djeddi S et al ; 2007) :

(-) souche résistante (D<8 mm)

(+) souche sensible (9mm <D < 14mm) ;

(+ +) souche tres sensible (15mm <D <19 mm) ;

(+ + +) extrémement sensible (D >20 mm).
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IVV.5.2. Détermination des concentrations minimales inhibitrice (CMI)

La Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) correspond a la plus faible concentration de
I’huile essentielle inhibant toute croissance microbienne visible a 1’ceil nu. Elle est réalisée,
pour chaque espece ayant montrée une sensibilité a 1’égard de 1’huile essentielle lors de 1’essai
précédent, par la technique de dilutions en milieu solide (Boualem s, Boumrar s .2016).
Dans la présente étude, on n’a malheurcusement pas pu réaliser ce test, faute de temps et de

moyens.
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V.1.Le rendement en huiles essentielle de Thymus vulgaris

Le rendement moyen en huile essentielle de Thymus vulgaris sur la base de 4
extractions successives par hydrodistillation a été de 3.5 g dhuile/100 g de feuilles
séchees. L'huile était jaune clair avec une odeur agreable.
Les rendements en huile essentielle de 1’espéce T. vulgaris rapportés par différentes études
sont résumés dans le tableau 06. Selon ces mémes études, les rendements varient d’un pays a
un autre et pour le méme pays, d’une région a une autre, ceci pourrait étre lié a plusieurs
facteurs, a savoir les conditions climatiques, la partie de la plante étudiée, le stade
phrénologique de la plante, la période de récolte, I’état du matériel végétal (frais ou sec) et la
procédure d’extraction.
Le plus faible rendement enregistré est celui de 1’espéce Brésilienne avec un rendement de
0.25% (Alexandre et al., 2007)et le rendement le plus élevé, est celui de 1’espéce Jordanienne,
avec 5% de rendement (Hudaib et Aburjai, 2007)Pour les espéces Algériennes, la région de
Tlemcen enregistre le rendement le plus élevé, avec 4.2% (Abdelli, 2017). Le rendement de
I’espéce étudié (3.5%) s’approche de celui cité dans la littérature, pour les régions

Algériennes.
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Tableau 05.Les rendements en H.E de T. vulgaris d’Algérie et de différentes régions du

monde

Rendement (%) Origine Références

4,2 Agérie (telemcen) Abdelli, 2017

2,2 Algérie(Mosaganem) Abdelli, 2017

1,15 Algérie(M’Sila) Binate et Dikes, 2018
1,58 Algérie(Blida) Bouguerra et al., 201

2 Algérie(Relizane) Djrourou et Habouchi, 201
1.31 Algérie(Chlef) Benbouali, 2006

1.12 Algérie(Tizi Ouzou) Aoamari et sehaki, 201
2.7 Algérie(Ain Defla) Sidali et al., 2014
1.42 Algérie(Setif) Nedjai et Nedjai , 201
1.18 Algérie (Tiaret) Hassani et al., 2017

0.9 Cameroun Ahmia et Fethallah, 2020
1.6 Turquie Shazia et al., 2011

1 Maroc El-Akhal et al., 2014

0.5 Maroc El Ouali Lalami et al.,2013
1.6 France Satyal et al., 2016

0.25 Brésil Alexandre et al., 2007
0.81 Iran Pirbalouti et al., 2013

5.0 Jordanie Hudaib et Aburjai, 2007
1.25 Roumanie Boruga, 2014
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V.2.Determination de I’activité antimicrobienne de I’huile de Thymus

vulgaris sur certains agents pathogénes isolés par la technique de diffusion
des disques sur milieu gélose

La sensibilité des différentes souches microbiennes se traduit par un halo transparent
(absence de croissance microbienne) autour du disque imprégné du compose testé. Le

diamétre du halo est mesuré a I’aide d’un pied a coulisse (Figure 20 et Figure 21)

Figure 20. Activité antimicrobienne de I’huile essentielle pure de Thymus vulgaris sur

Pseudomonas aeruginosa (a), Staphylococcus aureus (b), Esherichia coli (c), Candida sp
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Figure 21. Activité antimicrobienne des différentes dilutions de I’huile essentielle de
Thymus vulgaris sur Pseudomonas aeruginosa (a), Staphylococcus aureus (b), Esherichia
coli (c), Candida sp.
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Les résultats du test de diffusion des disques sur milieu gélosé concernant les zones

d'inhibition de la croissance des isolats bactériens et fongiques testés contre diverses

concentrations (15.6 & 1000 ul/ml) d’huile de Thymus vulgaris sont résumés dans le

tableau 08.Dans ce test, les zones d'inhibition supérieures a 8mm de diameétre ont été

considérées comme des résultats positifs.

Tableau 06.Activité antimicrobienne de I’huile de T.vulgaris sur certains agents

pathogeénes isolés par des test de diffusion sur disques de gélose

Huile de Pseudomonas Staphylococcus | Esherichia coli | Candida sp
T.vulgaris aeruginosa(mm) | aureus (mm) (mm) (mm)
(ed/ml)

1000 Omm 65mm 35mm 60mm
(Pure)

500 Omm 60mm 35mm 40mm
250 Omm 40mm 28m 40mm
125 Omm 32mm 24mm 40mm
62.5 Omm 20mm 16mm 8mm
31.25 Omm 12mm 10mm 8mm
15.6 Omm 11mm 9mm 00mm
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Les données présentées dans cette eétude ont révélé une forte activité inhibitrice de I'huile

de Thymus vulgaris sur certains agents pathogéenes, notamment S. aureus, E. coli et Candida
sp.

Aux concentrations de 31.25 a 1000ul/ml, tous les isolats microbiens se sont révélés sensibles
et ont produit des zones d'inhibition allant de 8 a 42 mm de diamétre, sauf P. aeruginosa, qui
semble résister au traitement, Le test de diffusion des disques sur le milieu gélosé n'a montré

aucune activité inhibitrice sur cette méme espece.

En revanche, toutes les souches de S. aureus et E. coli étaient sensibles a la dose de 15.6ul/ml
de I’huile de Thymus vulgaris, produisant des zones d'inhibition de croissance allant de 9 a 11
mm, cette sensibilité est proportionnelle & la concentration en huile essentielle. Candida sp se
révele sensible au traitement a partir d’une concentration de 31.25, avec une zone d’inhibition
de 8mm et avec une augmentation de la zone d’inhibition a partir de la concentration de

125 pl/ml.

Les données présentées dans cette étude ont révélé une forte activité inhibitrice de I'huile
de Thymus vulgaris sur certains agents pathogenes notamment S. aureus, E.coli et Candida
sp, telle que mesurée par la méthode de diffusion sur disque . Pour la méme concentration
(125 pl/ml), Candida sp était 1’espéce la plus sensible a I'huile de Thymus vulgaris car elle
produisait les zones d'inhibition de croissance les plus larges (40 mm), suivie de S.aureus (32
mm) , et en fin E.coli (28 mm), en revanche, a la concentration de 1000ul/ml, S.aureus était
I’espeéce la plus sensible a I'huile de Thymus vulgaris ,car elle produisait les zones
d'inhibition de croissance les plus larges (65 mm), suivie de Candida sp (60 mm) , et en fin
E.coli (35 mm).

Selon Sidali et al (2014), I’huile essentielle de Thymus vulgaris présente une activité
antimicrobienne intéressante vis-a-vis des bactéries et levure testées sauf SP.
Sterptococcusqui se révele un peu résistante avec une concentration minimale d’inhibition de
75% (V/V), Ainsi, la concentration de 25% (V/V) a été suffisante pour arréter la croissance
des autres bactéries testées (Staphyloccus aureus, Klebsciella et E.coli), avec des zones

d’inhibition de 13,10 et 10 mm respectivement.
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Selon les mémes auteurs, une concentration de 25%(V/V) était suffisante pour inhiber la
croissance de la levure testée, Candida albicans qui a montré une zone d’inhibition de
croissance de 10 mm. L’huile de Thymus vulgaris a montré une activité inhibitrice
contre Pseudomonas aeruginosa avec une zone d’inhibition de 10 mm (Boukhatem et
al,2014), tant dis que I’huile essentielle utilisée dans notre étude n’a révélé aucun pouvoir
inhibiteur contre cette méme espece .Les données présentées dans 1’é¢tude de Fani et
Kohanteb (2017), ont révélé une forte activité inhibitrice de I'huile de Thymus vulgaris sur
certains agents pathogénes oraux, notamment S.pyogénes .S.mutans . C.albicans.

A.actinomycetemcomitans et P.gingivalis .

Les S .pyogenes isolés de patients atteints de pharyngite étaient les souches les plus sensibles
a I'nuile de Thymus vulgaris car ils produisaient les zones d'inhibition de croissance les plus
larges (42 £ 0,8 mm) et la concentration minimale inhibitrice la plus faible (1,9 + 0,2
ug/ml). Selon la méme étude, une forte activité inhibitrice de I’huile de Thymus vulgaris avec
une concentration minimale inhibitrice de 3,6 £ 0,9 pg/ml surdes isolats cliniques

de S.mutans est enregistrée.

L’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle de Thymus vulgaris est due aux différents
agents chimiques présents dans cette essence, y compris en particulier le Carvacrol, qui est
classé comme composé antibiotique tres actif (Sid ali et al 2014). Les divergences dans les
valeurs de concentration minimales inhibitrices et le pouvoir antimicrobien signalées par
différents chercheurs de diverses régions sont principalement attribuées au fait que la
composition chimique de I'huile de Thymus vulgaris et les concentrations en ingrédients
actifs (thymol, carvacrol, P-cymeéne, etc.) sont largement déterminées par le génotype de la
plante et I'influence de facteurs environnementaux, notamment les conditions géographiques,
la nature du sol, la température, la saison de collecte et de récolte des plantes, etc, ainsi que la
procédure d'extraction de I'huile(Al magqtari et al.,2011).De part de la forte activité
antimicrobienne in vitro de I'huile de Thymus wvulgaris sur des isolats cliniques de S.
pyogenes , S mutans , C albicans , A actinomycetemcomitans et P gingivalis , celle-ci pourrait
étre utilisée dans les bains de bouche, les dentifrices ou I'aromathérapie pour la prévention et

traitement des infections buccales associees (Fani et Kohanteb ,2017).
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Conclusion générale

Conclusion géneérale:

De nos jours, les huiles essentielles sont des substances trés sollicitées dans divers
domaines. La thérapeutique médicale étant le domaine dans lequel elles sont le plus
prometteuses avec leur activité antimicrobienne, qui peut étre mise a profit face aux

résistances bactériennes qui ne cessent d’augmenter.

Dans le présent travail, on s’est intéressé a 1’étude de I’effet antimicrobien de I’huile
essentielle de Thymus vulgaris, plante largement utilisée en méedecine traditionnelle a travers

le monde entier.

L huile essentielle de Thymus vulgaris, extraite par hydrodistillation, a été testée in vitro par
la méthode de diffusion des disques sur milieu gélosé, pour leur pouvoir inhibiteur, contre un
ensemble de bactéries pathogeénes : P. aeruginosa , S.aureus , E.coli et une seule espéce de

levure Candida sp.

L huile essentielle a témoigné une activité antimicrobienne variable contre les différentes
souches microbiennes testées, a 1’exception de Pseudomonas aeruginosa, qui s’est révélée

résistante.

D’aprés ces résultats, on peut dire que I’huile essentielle de Thymus vulgaris mérite une étude

plus approfondie pour mieux exploiter leurs propriétés.
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