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L’activité antibactérienne de I’'HE a été¢ évaluée par des tests in vitro sur un milieu Mueller-Hinton, vis-
a-vis de quelques bactéries. L’huile de Thymus Capitatus a montré une meilleure activité antibactérienne
que les antibiotiques commercial Chloramphénicol, Cefoxitin, Gentamycine contre toutes les bactéries.
Les valeurs de CMI sont (29.44,14.72,14.72 et 7.36pg/ml) pour les souches de Staphylococcus
Salmonella Escherichia coli et Streptocoque respectivement.

L’étude antifongique sur les souches Cladosporium herbarum, Alternaria infectoria, Aspergillose
ochraceus, Trichophyton signalée des résultats importants et significatifs. On détermine 1’efficacité de
I’huile étudiée par la détermination du taux d’inhibition de la croissance mycélienne, qui montre que
I’huile essentielle a un effet fongicide contre les souches Cladosporium herbarum et Alternaria

infectoria et un effet fongistatique contre les souches Aspergillose ochraceus, Trichophyton.

Mots clés : Huiles essentielles ; Thymus Capitatus ; GC/MS ; Activité antibactérienne, Activité
antifongique.

Abstract:

This work is part of the study of the chemical composition and antibacterial and antifungal activity of
the essential oil (HE) of an aromatic and medicinal plant of the Algerian flora (Thymus Capitatus), with
the aim to look for new bioactive products of natural origin enjoying biological activities including
antimicrobial and antifungal activities. HE was obtained by hydro distillation using a Clevenger type
apparatus. The yield of HE is of the order of 1.56%, the analysis of the HE has shown that its
physicochemical properties are in conformity with the norms. The identification of its chemical
composition by GC / MS revealed 22 components including: Thymol (51.22%), Carvacrol (12.59%) and
y-Terpinene (10.3%) as majority components.

The antibacterial activity of the HE was evaluated by in vitro tests on a Mueller-Hinton medium, with
respect to a few bacteria. Thyme Capitatus oil showed better antibacterial activity than commercial
antibiotics (Chloramphenicol, Cefoxitin, Gentamycin) against all bacteria. MIC values are (29.44, 14.72,
14.72 and 7.36 ug/ml) for Staphylococcus Salmonella strain. Escherichia coli and Streptococcus
respectively.

The antifungal study on Cladosporium herbarum strains, Alternaria infectoria, Aspergillosis
ochraceus, Trichophyton reported significant and significant results. The effectiveness of the oil studied
is determined by the determination of the rate of inhibition of mycelial growth, which shows that the
essential oil has a fungicidal activity against all the strains tested.

Keywords: Essential oils; Thymus Capitatus; GC / MS; Antibacterial activity, antifungal activity.
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INTRODUCTION

Introduction Générale :

Depuis longtemps, les populations humaines utilisent les éléments de leur environnement, en particulier
les plantes. De nos jours encore et malgré les progrés spectaculaires accomplis dans les domaines
scientifiques, une bonne partie de la population mondiale, jusqu’a 80% dans les pays en voie de

développement, a recours aux plantes pour se soigner|[1].

L’histoire des plantes aromatiques et médicinale est associée a I’évolution des civilisations. Dans toutes
les régions de monde, I’histoire des peuples montre que ces plantes ont toujours occupées une place
importante en médecine, dans la composition des parfumes et dans les préparations culinaires. Ces
plantes sont utilisées, soit pour I’extraction des huiles essentielles, soit pour I’extraction de molécule
particulier recherchées par D’industrie pharmaceutique, soit pour aromatisant dans [’industrie

alimentaire[2].

Différentes plantes aromatiques sont caractéristiques par la biosynthése des molécules odorantes et
volatiles qui consistent ce qu’on appelle les huiles essentielles[3], ces huiles sont utilisées comme une
source des molécules bioactifs d’origine naturels jouissantes d’activités biologiques notamment

I’activités antimicrobienne, antioxydants, antiseptiques et anti-inflammatoires[4].

Pour cet intérét, les huiles essenticlles considérées comme des substances naturelles bioactives
occupent un bon choix dans la découverte de nouvelles molécules thérapeutiques, et attirent I’intérét de
plusieurs recherches vue le nombre de leurs propriétés biologiques dénombrables. Elles font I’objet
d’étude pour leur éventuelle utilisation comme alternative des produits de synthése dans le traitement des

maladies infectieuses et dans diverses pathologies associées au stress oxydant[4].

Le présent travail s’inscrit dans le cadre de la recherche des molécules d’origines végétales jouissantes
d’activités biologiques notamment les activités antibactériennes et antifongiques. Dans ce contexte, ce
travail a pour objectif de I'¢tude d'huile essentielle d'une plante aromatique et médicinale Thymus
Capitatus et 1'évaluation de leurs activités biologiques notamment les activités antibactériennes et

antifongiques.

Notre travail est réparti en deux parties :

L
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v’ La premiére partie est relative a 1’étude bibliographique de plante et des huiles essentielles.
v' La deuxiéme partie représente la partie expérimentale ou nous présenterons les techniques

utilisées :

» Extraction I’huile essentielle de Thymus Capitatus par I’hydrodistillation

» Détermination de quelques caractéristiques physico-chimiques, et de la composition
chimiques d’huile essentielle, par méthodes chromatographiques.

» Le deuxiéme axe consiste a déterminer I’effet Antibactérienne et antifongique de notre

huile essentielle.

Enfin les résultats obtenus des caractéristiques physico chimiques ; de la composition d’huile essentielle
et leur activités antibactérienne et antifongique sont interprétés a la lumiére de la littérature. Le travail

est cloturé par une conclusion et des perspectives.
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CHAPITRE 1. DESCRIPTION BOTANIQUE DE THYMUS CAPITATUS

DESCRIPTION BOTANIQUE DE THYMUS CAPITATUS

I.1. Généralités :

La flore algérienne est caractérisée par sa diversité florale : méditerranéenne, saharienne et une flore
paléo tropicale, estimée a plus de 3000 especes appartenant a plusieurs familles botaniques[5]. Dans le
cadre de la valorisation de la flore algérienne on s’est intéressé aux espeéces de la famille des Lamiacées

(Thymus Capitatus).
I.2.La famille Lamiacées :

La famille des Lamiacées comprend de 187 genres et de 3000 espéces. Elle est la plus homogene de la
sous classe des Gamopétales, et la plupart des genres sont riches en huiles essentielles. L’ancien nom
des Lamiacées, Labiées dérive du nom latin “’labium’’ signifie Iévre, en raison de la forme particuliére

des corolles[6]

Cette famille est I’une des familles les plus utilisées comme source d’épices et d’extraits a fort pouvoir

antimicrobien, antifongique, anti -inflammatoire et antioxydant [7].
Un trés grand nombre de genres de la famille des Lamiacées sont des source riches en terpénoides,
flavonoides, iridoides glycosylés et composés phénoliques[8] .

I.3.Le genre Thymus :

Le genre thymus regroupe un grand nombre d’especes, sous-espeéces et variétés de plantes sauvages.
Plusieurs de ces especes sont caractéristiques de I’aire méditerranéenne. Elles sont utilisées a I’état frais
ou sec comme plantes culinaires. Leurs HE sont largement utilisées dans la médecine alternative grace

a leur propriétés antiseptiques, antispasmodique et antimicrobiennes [9].
Ce genre inclut environ 300 espéces a travers le monde dont 11 sont localisées en Algérie[10].

I .4. Description botanique :

C’est un arbrisseau nain a odeur fortement aromatique de 20-50 cm de haut, a rameaux dressés a érigés,

P

ligneux, claire, jeunes blancs feutrés, souvent seules les touffes des aisselles feuilles.
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DESCRIPTION BOTANIQUE DE THYMUS CAPITATUS

Feuillues des longues pousses caduques si secheresse, sessiles, presque triangulaires, linéaire,

pointues,6-12 cm de long ,1-1,8 mm de large, bord, plat, nu, ciliées a la base, les 2 faces vert-gris

ponctués de glandes. Pseudo verticilles en inflorescences denses, Calice | mm de long, Iévre supérieure

a 3dents, plus courte qu’inférieure a 2 dents, toutes les dents ciliées. Tube calice, au contraire de toutes

les autres especes de Thymus. A 20-22 nervures. Aplaties au dos. Corolle rose-pourpre. Jusqu’a 1 cm

de long, bilabi¢e. Lévre supérieures a 2 fentes .4 étamines [11].

I.5. Systématique :

D’apres Quezel et Santa la systématique de Thymus Capitatus se présente comme suit[12] :

Tableau 1 : Classification et description botanique du Thymus Capitatus.

Embranchement Phanérogames ou Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Eudicots
Sous classe Astéridae
Division Magnoliophyta
Ordre Lamiales
Famille Lamiacées
Genre Thymus
Espéce Thymus Capitatus

Figure 1: Thymus Capitatus [13]
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1.6.Origine et distribution :

Il pousse spontanément dans le Nord de 1’ Afrique (Maroc, Tunisie, Algérie, et Libye), I’Egypte,

I’Espagne ainsi qu’en Sibérie et en Europe Nordique [2] .

1.7. Noms vernaculaires :

Origan d’Espagne, Thymbra Capitata, Thym a tétes, Zaatar, Thym, yaal sl jic 3\,
I1.8. Substances bioactives :

Il constituée les acides phénoliques : acide caféique [14], acide coumarinique [15].

Les flavonoides : hespéridine, eriotrécine, narirutine lutéoline. Les polyphénols : tanins [16].
1.9. L’huile essentielle de T. Capitatus :

Etant considérée comme une plante qui se caractérise par sa teneur importante en H.E (>1%), Notre
recherche bibliographique nous a permis de recenser 16 travaux décrivant la composition chimique de
I’huile essentielle de 7. Capitatus. Les travaux réalisés sur la composition chimique de cette H.E ont
montrés que le Carvacrol était caractérisé comme la substance active principale avec un pourcentage
majoritaire qui dépasse les 55% en tous les régions méditerranées (Tableau 2). La composition chimique
de I’échantillon provenant de la Tunisie est vraiment remarquable par 1’absence totale de Carvacrol, le

Thymol (89,06%) étant le constituant majoritaire (Tableau 2).

Tableau 2: Compositions chimiques de I’huile essentielle de T. Capitatus dans le monde :

Pays | année | Réf Les compositions
1 2015 | [17] y-terpinene(4,3%), p-cymene(12,4%), a-thujone(0.2%)
Aloéri
2 2 o018 | (11 [Carvacrol (78.78%), P-cyméne (6,62%), a-pinéne (0,71%)
3 2007 | [18] Carvacrol(81%),p-Cymeéne(5%), y-terpinéne(3.2%),
4 2008 | [18] Carvacrol (57%) y-terpinene(6.9%), p-cymene(8.6%)
S5 Italie 2013 19 Carvacrol(81,52%-78,40%),p-cimeéne(4,98%), y-
[19] terpinéne(3,13%)
6 2015 | [20] Carvacrol (81.2—-14.2%), y-terpinéne(34.4-2.6%), p-
cymene(22.8-5.0%)
7 Maroc | 2016 | [21] Carvacrol (13,4%), p-cymeéne (18,9%), a-pinéne (2,9%)

,
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8 2018 | [22] p-cymene (2,31%), Carvacrol (65,96%), y-terpinéne (0.67%)

0 2018 | [23] [Carvacol(55,59%) ,p-cyméne(11.23%),a-pinéne(0.56%)

10 2007 | [24] Carvacrol (62-83%), P-cyméne (5-17%), y-terpinéne (2-14%).

1 2008 | [25] [Carvacol(66%),a-pinene(67,71%),a-thujone(44%)

12 2010 | [26] Carvacrol (68,8%), a-pinéne (12,5%), P-cymene (11,1%).

13 | Tunisie 2010 | [27] [Thymol (89,06%), P-cymene (5,04%), y-terpinene (3,19%).

14 2011 | [28] Carvacrol (70%), B-caryophyllene (8,5%), y-terpinéne (4,3%).
15 2013 | [29] Carvacrol (58,66-81,49%), P-cymene (3,83-13,17%),

y-terpinene (7,81-3,16%).
16 |Libya 2015 | [30] [Carvacrol(68,19%),Thymol(12,29%)
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I1.1. L’huile essentielle :

[

Le terme “’huile essentielle <> a été inventé au 16°™ siécle par le médecin suisse Parascelsus Von
Hohenheim afin de désigne le composé actif d’un remede naturel [31]. Il existe aujourd’hui
approximativement 3000 huiles essentielles, dont environ 300 sont réellement commercialisées,

destinées principalement a 1’industrie des aromes et des parfums [32].
I1.2. Définition d’une huile essentielle :

La définition donnée par AFNOR en 2000 est la suivante : « les huiles essentielles sont des produits
obtenus a partir d’une matiere premiere d’origine végétale, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit

par des procédés mécaniques a partir de I’épicarpe des Citrus, soit par distillation seche ».

Les HE sont des substances d’origine végétale de composition complexe .Caractérises par sa volatilité,
huileuse et odorante, présentes dans les plantes aromatiques dans plusieurs endroits(dans les fleurs, les

feuilles ,les fruits , les graines , I’écorce et les racine) [4].
I1.3. Répartition et localisation des huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont rencontrées dans diverses familles botanique, elles sont largement répandues
dans le monde végétal et se trouvent en quantité appréciable chez environ 2000 espéces réparties en 60

familles.

Ces essence se localisent dans toutes les parties vivantes de la plante , dans une méme plante , ces huiles
peuvent exister a la fois dans différents organes, ou la composition chimique peut varier d’un organe a
un autre .Ces essence aromatique sont élaborées par des glandes sécrétrices qui se trouvent sur presque

toutes les parties de la plante[33].
I1.4. Role physiologique de I’huile essentielle chez la plante :

Beaucoup des plantes produisent les HE en tant que métabolites secondaires, leur réle exact dans le
processus de la vie de la plante reste encore mal connu. Les HE peuvent avoir plusieurs effets «utiles»

pour la plante : attirer les insectes pour favoriser la pollinisation, comme source énergétique, facilitant

',
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certaines réactions chimiques permettant de conserver I’humidité des plantes désertiques, pour leur action

répulsive sur les prédateurs [8].
II .5. Conservation de I’huile essentielle :

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

Les huiles essentielles sont volatiles, il ne faut donc pas oublier de bien fermer les flacons .il est préférable
de les conserver dans un flacon en aluminium ou en verre teinté (brun, vert ou bleu) et de garder a 1’abri

de la lumicre a une température ambiante jusqu’a vingt degrés[34].

Il existe des normes spécifiques sur I’emballage, le conditionnement et le stockage des huiles essentielles
(norme AFNOR NF T 75-001 ,1996) ainsi que sur le marquage des récipients contenant des HE (norme
NF T 75-002 ,1996).

I1 .6. Domaines d’utilisation :

Les HE des plantes ont trouvé leur place en aromathérapie, en pharmacie, en parfumerie, en cosmétique
et dans la conservation des aliments. Leur utilisation est liée a leurs larges spectres d’activités biologiques

reconnues|[35].

Ils sont connus aussi pour leur effet antiseptique, bactéricide, virucide et fongicide, et leur propriété
médicinale, ils sont utilisés dans I’embaumement, la conservation des aliments et comme agent
antimicrobiens, analgésiques, sédatifs, des remedes anti-inflammatoire, spasmolytique et anesthésiques

localement [36-40].
I1.7. Propriétés physiques des huiles essentielles :

Les HE possédent en commun un certain nombre de propriétés physiques :

v Elles sont solubles dans : 1’alcool, I’éther, le chloroforme, les huiles fixes, les émulsifiants et dans
la plupart des solvants organiques.
v’ La densité est généralement inférieure a celle de ’eau

v" Elles ont un indice de réfraction élevé

",
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v' Elles sont trés altérables et sensibles a I’oxydation

<

Elles sont liquides a la température ambiante
v' Elles sont incolores sauf dans quelque cas ou on trouve des huiles en jaune, en bleu (huiles
essentielles de camomille), en vert (huile d’absinthe) et en rouge (huile volatile de cannelle).

v Elles sont volatiles ce qui différencie des huiles fixes [41].
I1.8. Compositions chimiques des huiles essentielles :

Les HE sont des mélanges des structures extrémement complexes, pouvant contenir plus de 300
composants différents. Ces substances sont des molécules trés volatiles appartenant pour la grande

majorité a la famille des terpénes comme les mono terpenes et les sesquiterpenes [§]
I1.8.1. Les terpenes

Sont des hydrocarbures naturels, de structure cyclique ou de chaine ouverte. Leur particularité structurale
la plus importante est la présence dedans leur squelette d’unité isopréniques a 5 atomes carbone (CsHs)n.
Ils sont subdivisés selon le nombre d’entités isoprénes en monoterpene (CsHs)2, les sesquiterpénes
(CsHs)s, les diterpénes (CsHs)a, les tétra terpénes (CsHs)s, les poly terpénes (CsHs)n ou n peut étre de
9a30[42].

Les terpénoides : sont des terpeénes avec une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone,

acide etc.)

Les monoterpénes : sont volatils, entrainable a la vapeur d’eau d’odeur souvent agréable et représentant

la majorité des constituants des HE.

Les sesquiterpenes : il s’agit de la classe la plus diversifiée des terpénes, elle contient plus de 3000

molécules .[42]

",
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Figure 2: Structure chimique d'isopréne (CsHs)n[4]

I1.8.2. Les composés aromatiques :

Les dérivés du phénylpropane sont moins abondants que les terpénoides. Cette classe comprend des

composés odorants comme la vanilline, I’eugénol, 1’anéthol, I’estragol, et bien d’autre [43].
I1.8.3. Les composés d’origines divers :

Il existe nombre non négligeable de produits résultants de la transformation de molécules non volatiles

issues de la dégradation des terpénes non volatiles qui proviennent de 1’auto-oxydation [44].
I1.9. Les activités biologiques :

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[45, 46].

",
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L'activité biologique d'une huile essentielle est a mettre en relation avec sa composition chimique et
les possibles effets synergiques entre ses composants. Sa valeur tient a 1'intégralité de ses constituants et

non seulement a ses composés majoritaires[46].

Dans notre étude, nous nous sommes focalisés qu’a deux activités biologiques : les activités

Antibactérienne et Antifongique.
I1.9.1. 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 [47].

Beaucoup de plantes aromatiques et leurs huiles essentielles montrent une activité antimicrobienne
qui pourraient empécher la croissance des microorganismes d’altération et pathogeénes, améliorant de ce

fait la sécurité alimentaire[48, 49].

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles est principalement liée 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 a penser que ce mode d’action est assez complexe et difficile a
cerner du point de vue moléculaire. Il est trés probable que chacun des constituants des HEs ait son propre

mécanisme d’action.

Les caractéristiques des huiles essentielles sont attribuées aux dérives terpénoides et
phénylpropanoides 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 oxygénées sont généralement plus actives que les molécules hydrocarbonées

[50, 51].

Les terpenes 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[52, 53]. Egalement, une perturbation chémo-osmotique

”)
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et une fuite de potassium intracytoplasmique peuvent subvenir, suivi de la libération d’acides nucléiques,

de L’ATP, et du phosphate inorganique [53-55]
D’une maniere générale, 1’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 I’énergie cellulaire et la
synthése des composants de structure ;

» Destruction du matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie.
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Figure 3: Sites d’action des huiles essentielles sur la cellule bactérienne[56].

I1.9.2- 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

",

phytopathogenes et les microorganismes envahissant la denrée alimentaire [57].
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Les huiles essentielles agissent sur un large spectre de moisissure et de levure en inhibant la
croissance des levures et la germination des spores, I’¢longation du mycélium, la sporulation et la

production de toxines chez les moisissures.

L'é¢tude de l'effet fongicide et fongistatique des huiles essentielles vis-a-vis de champignons
pathogénes a fait 1'objet de plusieurs travaux[58, 59]. Comme pour 1’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[60].

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[61].

Ils ont constaté également que les alcools et les lactones sesquiterpéniques avaient une activité

antifongique.
I1.10. Techniques d’extraction des huiles essentielles :

Il y a plusieurs méthodes différentes pour extraire les essences végétales, cette diversité est due a la
variété des matieres et a la sensibilité considérable de leurs certains constituants. Le choix de méthodes
la mieux adaptée se fait en fonction de la nature de matiere végétale a étudi€e, des caractéristiques

physico-chimiques de I’essence a extraire et de [’usage de ’extrait.
Les principales techniques d’extraction sont :
I1.10.1. Extraction par hydrodistillation :

11 s’agit de la méthode la plus simple et de ce fait la plus anciennement utilisée. Le matériel végétal est
immerg¢ directement dans un alambic rempli d’eau placé sur une source de chaleur. Le tout est ensuite
porté a ébullition. Les vapeurs hétérogeénes sont condensées dans un réfrigérant et I’huile essentielle se

sépare de I’hydrolat par simple différence de densité. L huile essentielle étant plus légére que I’eau (sauf

,

quelques rares exceptions), elle surnage au-dessus de I’hydrolat [44] .
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Figure 4 : Montage d’extraction par hydrodistillation[4]

I1.10.2. Extraction par entrainement a la vapeur d’eau :

A la différence de I’hydro distillation, cette technique ne met pas en contact direct I’eau et la matiére
végétale a traiter. De la vapeur d’eau fournie par une chaudiére traverse la matiére végétale située au-
dessus d’une grille. La vapeur endommage la structure des cellules végétales et libére ainsi les molécules
volatiles pour former un mélange « eau + huile essentielle ». Le mélange est ensuite véhiculé vers le
condenseur et 1’essencier avant d’étre séparé en une phase aqueuse et une phase organique’’ 1’huile
essentielle’’. L’absence de contact direct entre I’eau et la matiere végétale, puis entre I’eau et les
molécules aromatiques évite certains phénomenes d’hydrolyse ou de dégradation pouvant nuire a la

qualité de I’huile[62].

-
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Figure 5: Montage d’extraction par entrainement a la vapeur d’eau[4]
11.10.3. L’hydrodiffusion :

Elle consiste a pulvériser de la vapeur d’eau a travers la masse végétale, du haut vers le bas. Ainsi le flux

de la vapeur traversant la biomasse végétale est descendant contrairement aux techniques classiques de

distillation dont le flux de vapeur est ascendant[63].

regulation de
la WapEur

condenseurs

Figure 6 : Montage d’extraction par hydrodiffusion[4]



CHAPITRE IL LES HUILES ESSENTIELLES

11.10.4. Extraction par solvant :

Cette technique consiste a la mise en contact dans un extracteur un solvant volatil et la matiere végétale
a traiter. Grace a des lavages successifs, le solvant va dissoudre et extraire les constituants solubles
contenus dans la plante avant d’étre envoyé au concentrateur pour y étre distillé a pression atmosphérique

dont I’évaporation laisse un résidu cireux, trés coloré et trés aromatique appelé «concrétey. Le traitement

de cette concréte par ’alcool absolu conduit a « I’absolue» [64, 65].
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Figure 7 : Technique d’extraction par solvant [4]
I1.10.5. Extraction par les fluides supercritiques :

L’originalité de cette technique repose sur le solvant utilis¢, il s’agit de CO2 supercritique. L’état

supercritique (2 T=31°C et P=73 bars), le CO2 posséde un bon pouvoir d’extraction.

C’est pourquoi cette technique est recommandée pour I’extraction des essences naturelles, car elle permet
de travailler a des températures basses afin de ne pas altérer I’huile essentielle[66]. Dans ce systeme, le
solvant est utilis¢é en boucle par interposition d’échangeurs de chaleur, d’un compresseur et d’un

détenteur afin de porter le solvant a 1’état désiré a chaque stade du processus. La séparation de I’extrait

a lieu en phase gazeuse par simple détente[67].

-
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Figure 8 : Montage d’extraction par les fluides supercritiques[4]
I1.10.6. L’extraction par micro-ondes :

C’est un procédé utilisant les micro-ondes et les solvants transparents aux micro-ondes pour extraire de
facon rapide et sélective des produits chimiques de divers substances . Le matériel végétal est immergé
dans un solvant transparent aux micro-ondes de maniere a ce que seul le végétal soit chauffé. Les micro-
ondes vont chauffer 1’eau présente dans le systéeme glandulaire et vasculaire de la plante, libérant ainsi
les produits volatils qui passent dans le solvant ( non chauffé). On filtre et on récupere ensuite

I’extrait[68].
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Figure 9 : Principe schématisé de 1’appareillage d’hydrodistillation sous micro-ondes [65]
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I1.10.7. Extraction par ultrasons :

Les ultrasons générent des micro-cavitations qui désorganisent la structure des parois végétales,
notamment les zones cristallines cellulosiques. Les ultrasons favorisent la diffusion et peuvent modifier
I’ordre de distillation, des constituants des huiles essentielles. L’extraction par les ultrasons est une
technique de choix, pour les solvants de faible point d’ébullition, a des températures d’extraction

inférieures au point d’ébullition [68].

",
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III- Matériels et méthodes :

Ce présent travail a pour objectif de la recherche des molécules d’origines végétales jouissantes
d’activités biologiques notamment 1’activité antibactérienne et I’activité antifongique a base d’une plante
aromatique et médicinale. Les thématiques de ce travail ont été réalisés au laboratoire de recherche de

génie des procédés de la faculté des sciences appliquées de I'université de Ouargla.
Dans cette partie expérimentale nous avons présenté les deux axes de recherche :
e Le premier axe, est consacré a réaliser les analyses suivantes :

- L’extraction et I’analyse de I’huile essentielles de la plante étudiée.
- Caractérisations de I’huile essentielles par la méthode chromatographique en phase gazeuse

couplée a une spectrométrie de masse (GC/MS).

e Dans le deuxiéme axe :

- L’étude du pouvoir antibactérien de 1’huile essentielle et la détermination de la concentration
minimale d’inhibition (CMI) apres la solubilisation de I’huile essentielle dans un émulsifiant
(DMSO).

- L’étude du pouvoir antifongique de I’huile essentielle vis-a-vis des souches fongiques et la
détermination de la concentration minimale d’inhibition (CMI) apres dilutions de I’huile

essentielle dans le milieu de culture PDA.

",
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II1.1. Préparation du matériel végétal :
L’échantillonnage a été fait dans une région propre, loin de tout impact de pollution.

Apres larécolte, la plante a été identifiée au laboratoire de recherche de génie des procédés de I’université

d’Ouargla a I’aide de la flore d’Algérie de Quezel et Santa [12].
II1.2. Description de la région de récolte :

La wilaya de Tiaret c’est un wilaya algérienne située dans 1’ouest de pays dans la région des hauts

plateaux.

Tableau 3 : situation géographique de site récolte.

Région de Date de
Nom scientifique récolte Altitudes(m) | Latitude Longitude récolte
Thymus Capitatus Tiaret 865 35.362222° 1.285555° Février 2019

Figure 10 : Thymus capitatus
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Figure 11 : Diagramme générale de la procédure expérimentale.
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II1.3. L’extraction de I’huile essentielle :

L'extraction a été effectuée par la méthode d'hydrodistillation avec un appareil de type Clevenger, on
place dans le ballon de 2L une quantité de Thymus Capitatus séchée m0= 100g, Immergée par un volume
suffisant d'eau, le ballon est porté a 1'ébullition pendant 3 heures, on réglant tout d'abord la température
de chauffe ballon au maximum jusqu'a ou le content du ballon bouillie puis on diminue la température
au moitie ce qui entraine 1'éclatement des cellules végétales et le dégagement de la vapeu+r qui passe et
condense par le réfrigérant, I'essence et 1'hydrolat recueillies dans une ampoule a décanter. On récupere

I'huile obtenue est conservée a I'abri de la lumiére et la chaleur.

Figure 12 : Montage de ’extraction par hydrodistillation

IT1.4. Caractéristiques des huiles essentielles :

La caractérisation d’une huile essentielle consiste a :

v Déterminer les caractéristiques organoleptiques (Aspect, Couleur, Odeur, et le Saveur)
v Déterminer les indices physiques (Rendement, Densité, Indice de réfraction et I’Indice d’acide)

v Déterminer le profil chromatographique et la quantification relative des différents constituants.

w
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IIL.S. Analyses physico-chimiques :
II1.5.1. Détermination de rendement en huile essentielle :

L’extraction par hydrodistillation des huiles essentielles de plantes étudiées a ét€ 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 ’huile essentielle
obtenue et la masse du matériel végétal utilisé pour cent. Apres récupération de I’huile, le rendement est

calculé par la formule suivante :
RY= (m/my) = 100

RY; rendement en huile essentielle (en%) pour 100g de la matiére végétale séche.
m: masse d’huile essentielle récupérée (g).
my: prise d’essai du matériel végétal (g)[4].

I11.5.2. Détermination de I’indice d’acide Afnor — NFT — 60- 2000 :

Ce parametre est une variable qui dépend essentiellement des conditions de conservation et surtout des
conditions d’extraction. Il est défini comme étant le nombre de mg de KOH nécessaire a la neutralisation
des acides libres contenus dans 1g d’huile essentielle. La mesure d’indice d’acide est réalisée par titrage

ou les acides libres sont neutralisés par une solution d’Ethanol titrée de KOH [69] .

Le mode opératoire consiste d’introduire g d’huile essentielle dans une fiole ou on ajoute 5 ml d’éthanol.
Puis, on fait I’agitation et le titrage avec une solution éthanolique d’hydroxyde de potassium titrée (C
(KOH)=0.1 mol/l), avec des gouttes de phénolphtaléine (indicateur coloré). La couleur jaune clair du
liquide (la couleur de I’huile essentielle) vire a la neutralisation vers une couleur rose. Le volume de
KOH qui a servi a la neutralisation est lu directement a la burette. L’indice d’acide est exprimé par la

formule suivante :

(56.11xN=*V)
IA:—
m

N : normalité de KOH

i
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V : volume en ml de la solution éthanolique de KOH utilisée pour le titrage.
m : masse en gramme de I’huile essentielle.

II1.5.3. Mesure de pH :

pH I’abréviation de potentiel d’hydrogéne mesure I’activité chimique des ions hydrogénes (H") en

solution. Cette mesure a été effectuée a I’aide d’un pH- metre.
I11.5.4. Mesure de ’indice de réfraction (norme NF T 75-112) :

Les mesures ont effectuées a ’aide d’un réfractométre d’Abbé Prisma-CETI convexe. L’indice de

réfraction t/D a la température de référence t est donné par la formule suivante :
[n]pt=npt'+ 0,00045 (t' — t)

Ou:

npt : est I’indice de réfraction de référence.

npt': est I'indice de réfraction mesurée.

t : température de référence qui est a 20

t' : température au moment de la mesure [69].

I11.5.5. Mesure de la densité relative a 20°C (Norme NF T 75-111) :

La densité relative de ’'HE est définie comme étant le rapport de la masse d’un certain volume d’huile a
20°C et lamasse égale de volume d’eau distillée a 20°C. cette grandeur est sans dimension et son symbole

est de d2)

La densité est mesurée a I’aide d’un densimetre et quand la détermination est effectuée a une température

différente de 20°C, on effectue la correction a 20°C par le biais de la formule :
d 33=dt' + 0.00068(t' — t)

Ou : d3) :la densité mesurée a la température 20°.

°,
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dt' : La densité mesurée.
t’: température au moment de la mesure.

t: température de référence qui a 20° .

I11.6. Identification des composées par GC/MS :

L’analyse de I’huile essentielle a été effectuée au laboratoire de recherche de génie des procédés de
I’université Kasdi Merbah Ouargla, I’appareil utilisé est un chromatographe en phase gazeuse type
(Bruker SCION 436 GC) couplé a un spectrometre de masse, la fragmentation est effectuée par impact
¢lectronique a 70 eV, la colonne utilisée est une colonne capillaire HP-5MS (15m X 0.25mm).
L’épaisseur du film est de 0.25um. La phase stationnaire de la colonne est constituée de :5%Phényl et

95% dimethylpolysiloxane .
Les conditions opératoires sont :

» La température de I’injecteur (mode split 1 :50) :250°C.
» Laprogrammation de température :de 70°C a 280°C a raison de 10°C/min .

» Le gaz vecteur utilisé est I’Hélium avec un débit de 1,5 ml/min.
La température de la source du quadrip6le sont fixées, respectivement, a 250°C et a 220°C.

Les indices de rétention linéaires (RI) pour tous les composés ont été déterminés en utilisant n-alcanes

comme standards.

L’identification des différents constituants a été réalisée en comparant leurs spectres de masse a ceux

des produits de référence contenus dans les bibliothéques informatisées disponibles (NIST et Wiley).

i
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Figure 13 : Appareil de Chromatographie GC /MS
IIL.7. Activités biologiques :
II1.7.1. Activité antibactérienne :

Les tests d'activité antibactérienne ont réalisé¢ dans laboratoire d'analyses médicales de Dr Cherbi.H

district Sidi Bel Abbesse, Ouargla.

Le matériel microbiologique est constitué de quatre souches bactériennes pathogenes, responsables de
certaines maladies infectieuses graves. Ces bactéries sont Escherichia coli, salmonella, Staphylococcus
et Streptocoque. Elles proviennent du laboratoire de microbiologie de 1’Universit¢ Kasdi Merbah,

Ouargla.
II1.7.1.1. Repiquage des souches bactéries :

les différentes souche bactériennes ont été repiquées par la méthode des stries , puis incubées a I’étuve a

37°C pendant 18 a 24 heures afin d’obtenir un culture jeune et des colonies isolées[70].

BA
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I11.7.1.2. Méthode de diffusion sur gélose :

La méthode de disque est une méthode de diffusion des produits a tester a partir d’un disque de papier
Whatman N3 qui permet de mesurer qualitativement la sensibilité des souches aux effets

antimicrobiens [71] . !!!

La méthode des disques est choisie dans cette étude pour sa fiabilité et sa simplicité. Cette méthode nous
fournit des résultats préliminaires sur la sensibilité des souches et les activités antibactériennes du
produit, grace aux diamétres des zones d’inhibition apparaissant autour des disques mesurés en

millimétres.

Les souches bactériennes sont préparées dans des milieux de culture appropriés et adaptées aux normes.
Les disques imprégnés dans 1’huile essentielle apres sont déposés a la surface de ces milieux et incubés

a 37°C pendant 24 heures tous les essais sont effectués a trois reprises.

On utilise des disques d’antibiotique (comme une référence de contrdle) :

Tableau 4 : Antibiotique utilisé dans chaque bactérie.

Espéce Référence
Escherichia coli CLORAMPHENICOL
Salmonella CLORAMPHENICOL
Staphylococcus CEFOXITIN
Streptocoque GEMTAMYCINE

Expression des résultats : La mesure du diametre des zones d’inhibitions est transcrite dans différent

symboles a I’activité (Tableau 5) [72, 73]

i
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Tableau 5 : Transcription des diametres d’inhibition des disques imprégnés

Diameétre de la zone Transcription Sensibilité du germe

d’inhibition (mm)

<8 - Résistant

9-14 + Sensible

15-19 ++ Trés sensible

> 20 +++ Extrémement sensible

Pour chaque boite la mesure de la zone d’inhibition indique la sensibilité¢ de ces bactéries, nous avons

deux actions proposées a se produire :
Soit une action bactéricide ou nous ne remarquons aucune croissance bactérienne autour des disques.

Soit une action bactériostatique, dont il y’a des zones d’inhibition autour des disques disposés sur la
surface de milieu de culture ; seules les bactéries montrant une sensibilité a notre huile essentielle sont

sélectionnées pour déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI).
I11.7.1.3. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) :

La CMI de notre huile essentielle a été déterminée, selon Benabderrahmane, Benali [41], pour les souches
bactériennes, par la diffusion en gélose Mueller-Hinton, avec quelques modifications ; I’huile essentielle
est diluée dans le DMSO (Dimethyl sulfoxide) afin d’obtenir une gamme de concentration de 1, 1/2, 1/4,
1/8, 1/16, 1/32, 1/64 et1/128 mg/ml, puis incorporées dans des disques de 6.0 mm de diamétre a raison

de 10 pL du produit. Le méme volume de DMSO est utilisé comme témoin.

Les suspensions microbiennes sont préparées selon les normes suivantes :

0.5 McFarland qui est équivalente a (10® UFC/ml)

0.1 ml d’inoculum est immédiatement ensemencé dans la gélose a 1’aide d’un écouvillon stérile.

Les disques contenant les différentes concentrations d’HE sont placés directement a la surface de la

gélose. Les durées et les températures d’incubation sont de 24 heures et de 37 °C. la CMI est la

.
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concentration la plus faible de I’HE reprise pour inhiber complétement la croissance des

microorganismes testés autour du disques. Tous les essais, sont répétés a trois reprises.

Culture d’une Préparation d’une Ensemencement du
souche suspension bactérienne milieu MH a I’aide
bactérienne dans 1 ’eau physiologique d’un écouvillon
- N
_< Disposition les disques
Les 4 souches bactériennes immergés dans I’extrait

-
(&

[ Incubation des boites pendant 24 h a 37°C }

Figure 14 : Protocole expérimentale de I’essai de I’activité antibactérienne

II1.7.2. Activité antifongique :

Cette activité est réalisée dans laboratoire d’Analyse et de Controle de qualité¢, Zawia 02 Rouissat

Ouargla.

Le matériel microbiologique est constitu¢ de quatre souches de champignons. Ces fungs sont

Cladosporium herbarum, Alternaria Infectoria, Trichophyton Sp et Aspergillose Ochraceus.

Elles proviennent du laboratoire de microbiologie de 1’Université Kasdi Merbah, Ouargla.
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111.7.2.1. Méthode de contact direct :

L’¢évaluation de I’activité antifongique des huile essentielles est adoptée par la méthode de contact direct
ou les Cinque concentrations sont obtenues par I’addition de 7.5,15,75,150 et 225 ul d’huile essentielles
a 30ml PDA tiéde dans un flacon avec I’ajout des gouttes Tween 20. La technique consiste a additionner
I’huile a différentes concentrations (tableau06) au milieu de culture encore liquide puis une agitation
pendant 5 minutes est faite pour homogénéiser le milieu PDA avec I’huile essentielle. Apres agitation

des flacons, le mélange (PDA+ HE + Tween 20) est coulé dans des boites pétries.

L’inoculation se fait sous la hotte par dépot au centre de la boite d’un disque du mycélien d’environ 0.6
cm de diamétre ; les témoins (souches fongiques + PDA + Tween 20) sont réalisés dans les mémes

conditions sans huile essenticlle et les mesures sont prélevées aprés 72 h d’incubation. Ces boites

(témoins et essais) sont mises a une incubation a 25+ 2 °C respectivement pour 7 jours[74].

Tableau 6 : Concentration expérimentées pour I’essai antifongique.

Concentration en ul/30ml | Concentration en% (v/v)
7.5 0.025
15 0.05
Huile essentielle
75 0.25
150 0.5
225 0.75

v/v : volume de I’huile essentielle/ volume de PDA.
I11.7.2.2. Evaluation de la croissance mycélienne :

La croissance mycélienne a été évaluée toutes les 24 h en mesurant le diametre perpendiculaire passant

par le milieu de rondelle.

Cette lecture est toujours réalisée en comparaison avec les cultures témoins qu’ils ont démarrés le

méme jour et dans les mémes conditions. Toute pousse méme légere de champignons sera considérée

%,
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comme action négative c'est-a-dire que 1’huile essentielle en question n’est pas inhibitrice vis-a-vis de

la croissance fongique.
I11.7.2.3. Détermination de I’indice antifongique :

Apres I’incubation en tenant compte de la croissance de témoin, on calcule 1’indice antifongique qui est

déterminé par la formule suivante [75] :
T1(%) = 100 * (dC — dE)/dC
TI (%) : Taux d’inhibition exprimé en pourcentage
dC : Diametre de la zone de croissance du témoin
dE : Diamétre de la zone de croissance de I’essai ( I’extrait des plantes)
I11.7.2.4. Détermination de la vitesse de croissance mycélienne (VC) :

Selon Cahagnier et Richard-Molard [75, 76], la vitesse de la croissance mycélienne de chaque

concentration est déterminée par la formule suivante :

D1 [DZ - Dl] + [DB — D2 [Dn —D,_4

VC:[Te1+ Te2 Te3 | T T Ten

]

D : diamétre de la zone de croissance du chaque jour.

Te : jour d’incubation.

”,
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IV.1. Caracteres organoleptiques :
Les caractéres organoleptiques de notre huile essentielle sont rassemblés dans le tableau 07

Tableau 7 : Caractéres organoleptiques de I’huile essentielle de Thymus Capitatus

Caractéristiques
L’aspect Liquide mobile limpide
Couleur Jaune pale
Odeur Aromatique, phénolique et épicée

Figure 15 : Résultat de I’extraction de ’'HE du Thymus Capitatus.
IV.2. Rendement d’extraction :

Nous rappelons que HE a été extrait a partir de la partie aérienne de la plante par un hydro distillateur
de type Clevenger. Le rendement moyen en HE a été calculé en fonction de la maticre végétale seche de
la plante étudiée; cette derniere a fourni un taux d’environ 1,56% .On constate que ce taux et faible par

rapport a celui obtenu a partir Thymus Capitatus du Maroc qui égale a 2.05% [77], aussi qui obtenu de
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la région Matmata au sud-est de la Tunisie qui égale a 2.75% [25]. Selon Hoffmanns. & Link, le Thymus
Capitatus qui récolté de la floraison dans quatre régions distinctes de Calabre ayant des conditions

climatiques et une altitude différente se situent entre 3.02% et 3.44% avec un maximum de 4.65 % [19].

Il faut noter que le rendement et la composition chimique des HE dépendent plusieurs facteurs a savoir
I’espece, les conditions écologiques et géographiques, a I’age de la plante, au stade du cycle végétatif,

au moment de la récolte et a la méthode d’extraction[78].
IV.3. Résultats des analyses (Densité, pH, Indice de réfraction, Indice d’acide) :

La valeur commerciale d’une HE en générale est estimée et controlée d’aprés ses caractéristiques
organoleptiques et ces ‘’indices physico-chimiques’’. Ces derniers sont déterminés selon un protocole
précis et obéissent a des normes édictées par 1’association francaise de normalisation (A.F.N.O.R). Les

résultats obtenus sont portés dans le tableau suivant :

Tableau 8 : caractéristiques physico-chimiques de I’huile essentielle

pH 5 5-6.5

Densité d3) 0.942 Norme NF T 75-111

Indice d’acide I 1.846 Norme NFT-60-2000

Indice de réfraction nj 1.5099 Norme NF T 75-112
Selon le tableau 08 :

Le pH ou le potentiel d’hydrogene de notre HE est 5, alors cet HE est de nature acide. Le pH joue un
role trés important au cours des réactions chimiques et biochimiques, et influencer sur les propriétés
stabilisatrices d’'une HE (effets antioxydants et antimicrobien). Donc ce résultat nous donne un bon

caractére de stabilisation contre les microorganismes.
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La densité relative a 20°C de notre huile essentielle est de 0.942, on remarque qu’elle est proche a celle
de I’eau. Cette caractéristique physique est un critére de pureté mais elle reste toujours insuffisante pour

I’identification des huiles.

L’indice de réfraction de notre HE est 1.5099 il est normatif selon les standards francais des huiles
essentielles. Cet indice dépend de la composition chimique qui augmente en fonction des longueurs des
chaines d’acides, de leurs degrés d’insaturation et de la température, il varie essentiellement avec la
teneur en monoterpenes et en dérivés oxygénés. Une forte teneur en monoterpenes donnera un indice

élevé.

L’indice d’acide indique le comportement et la quantité des acides libres présentent dans notre HE qui
exprime d’une part le degré de conservation d’une huile, et d une autre par la qualité d’huile alimentaire.

La norme A.F.N.O.R a fix¢ cet indice a une valeur inférieur ou égale a 2.

Les résultats obtenus indiquent que les parameétres physico-chimiques de 1’huile essentielle de la plante

analysés se retrouvent dans les fourchettes des références établies par les normes.

Ces caractéristiques physico-chimique et organoleptiques restent insuffisantes pour la caractérisation de
notre huile essentielle, donc il est nécessaire de faire des analyses chromatographiques GC/MS pour

analyser structurellement et identifier qualitativement notre HE.
IV.4. Analyses de ’huile essentielle :

La caractérisation de I’HE a été réalisée par GC/MS. Les pics du chromatogramme de 1’huile essentielle
est comparé a ceux des composés de référence présents dans une bibliothéque de spectre avec une banque
de données informatisées, 1’appareil GC/MS nous a donné les différents spectres de masse et les indices

rétention des substances comparables qui peuvent constituer cet extrait[4].

Le chromatogramme de I’huile essentielle a de nombreux pics et beaucoup d’entre eux se chevauchaient,

le profil chromatographique est illustré dans la figure 16.

g
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TIC; 2-17-2019 N-Alcane final1.XMS; Filtered; Sample ID: Thymus
Capitatus
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Figure 16 : Profile chromatographique de 1’huile essentielle de Thymus Capitatus
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Les résultats des analyses qualitative et quantitative de 1’extrait permis de séparer et identifier de

nombreux constituants ou sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau 9 : Composition chimique de 1’Huile essentielle de Thymus Capitatus

Alpha-thujene 1,716 0,38
.alpha.-Pinene 1,804 0,91
Camphene 1,99 0,2
beta.-Myrcene 2,465 1,49
alpha-terpinene 2,852 1,78
gamma.-Terpinene 3,479 10,3
Linalool 4,047 2,29
Terpineol 6,52 0,37
Thymol 7,557 51,22
Carvacrol 8,038 12,59
alpha-gurjunene 8,335 0,26
Caryophyllene 8,53 2,01
(+)-Ledene 9,372 0,34
beta.-Bisabolene 9,589 0,3
beta-copaene 9,64 0,12
delta-Amorphene 9,703 0,24
alpha-Bisabolene 9,961 0,23
Elemicin 10,057 0,14
(-)-Spathulenol 10,434 0,87
Caryophyllene oxide 10,461 1,21
Pentadecanoic acid 14,564 1,92
trans-13-Octadecenoic acid 16,414 9,04

Total 98,21

RT : Temps de rétention
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Les analyses chromatographiques de I’huile essentielle ont permis d’identifie vingt-deux composés qui

représentent environ 98.21% d’essence totale.

.gamma.-
Terpinene
10%

M Alpha-thujene M .alpha.-Pinene

M Camphene M .beta.-Myrcene

M alpha-terpinene M _.gamma.-Terpinene
¥ Linalool M Terpineol

# Thymol M carvacrol

M alpha-gurjunene ® Caryophyllene

¥ (+)-Ledene M .beta.-Bisabolene

Figure 17: Distribution en fonction du pourcentage des différents composants existant dans 1’huile

essentielle de Thymus Capitatus.

Les résultats d’analyse montré que les principaux composants de I’HE étaient le Thymol 51.22% comme
compos¢ majoritaire, suivi du Carvacrol 12.59% et du. gamma.Terpinéne 10.3%. Accompagnés d’autres
constituants a des teneurs faibles : trans-13-Octadecenoic acide 9.04%, Linalool 2.29 %, Caryophyllene
2.01%, Pentadecanoic acide 1.92%, alpha -Terpinene 1.78%, beta- Myrcene 1.49 %, Caryophyllene
oxyde 1.21% et les autres composés étaient représentés a 1’état de trace a moins de 1 % de I’huile totale

ce qui signifie que I’'HE de Thymus Capitatus récolté a Tiaret (1’Ouest d’ Algérie) est de Thymol chemo-
type.

39
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CH5 CHg CH,
OH
OH
H3C CH3 HSC CHS H;C CH,
Thymol Carvacrol gamma -Terpinéne

Figure 18: Les composée organiques majeurs[79].

La composition de I’HE a démontré des tendances non similaires a celles qui sont publiées pour d’autres
régions ont montré qu’il existe plusieurs chémotypes pour cette méme espéce comme 1’HE de Thymus
Capitatus qui récolte de Mesghana, Tizi Ouzou est constituée de Thymol (25.82%), Linalool (23.40%),
et de Géraniol (14.22%) [78].

Dans autres pays de monde on prend comme exemple I’huile essentielle de Thymus Capitatus de Zintan
-Lybie qui constituées majoritairement en Carvacrol (68.19 %), Thymol (12.29%), gamma-Terpinéne
(3.09%) [80]. Aussi 'HE de Colombie est constituée principalement en Carvacrol (59.3%),p-
Cymene(13.2%), gamma-Terpinene (8.7%) et de Thymol (6.4%)[81].

Dans plusieurs étude, il a été rapporté que les monoterpeénes (Thymol, Carvacrol, Linalool, alpha-

Terpinol ...) exercent une activité antimicrobienne, antivirale et antifongique [81].
IV.5. Activités antimicrobiennes :

L’activité antimicrobienne de 1’extrait de Thymus Capitatus a été évaluée sur huit souches microbiennes
(bactéries et champignons), cette activité a été réalisée par la méthode de diffusion en gélosé pour les
bactéries et la méthode de contact direct pour les champignons, le pouvoir antimicrobien a été obtenu par
la mesure des diamétres des zones d’initiations (D) en centimétre pour les bactéries et des diamétres

croissance mycélienne pour les champignons.
IV.5.1 Activité antibactérienne :

Les résultats de 1’activité antibactérienne de I’huile essentielle de Thymus Capitatus vis-a-vis des

bactéries sont résumé en annexe (4). L’action inhibitrice se traduit par ’apparition d’une zone

"
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d’inhabitation autour du disque de papier imprégné d’extrait brute étudié. Le diameétre de la zone
d’inhibition difféere d’une bactérie a une autre. Comme a été rapporté dans littérature. Nous avons
considéré qu’un extrait posséde une action bactériostatique ou bactéricide si son diametre d’inhibition

est supérieur a 9 mm (tableau 4 ) [72].

L’huile essentielle de Thymus Capitatus a montré une trés forte activité envers les quatre souches

(E. colé, salmonella, streptocoque, staphylocoque).

D’apres la figure 19, on constate que les zones d’inhibition de Thymus Capitatus sont importantes par
rapport les antibiotiques utilisées ce qui montre leur pouvoir antibactérien (bactéricide), les résultats

indiques sont les moyens des trois mesures.
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Figure 19 : Comparaison entre I’effet antibactérienne de I’huile essentielle et les Différents
antibiotiques.

D’apres le tableau 10 on constate que le diametre de la zone d’inhibition diminue en fonction des
différentes concentrations ce qui montre que le pouvoir antibactérienne est inversement proportionnelle

de la dilution (I’effet diminue avec I’augmentation de la dilution de I’huile)

Les quatre souches bactériennes sont tres sensibles a I’essence de Thymus Capitatus (CMI< 30 pg/ml)
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La souche la plus sensible est Streptocoque, elle est inhibée par une concentration minimale de (7.36)

pg/ml.

Suite a cette résultat, I’huile essentielle est jugée modérément active contre les souches Salmonella et

Escherichia coli pour une concentration minimale inhibitrice de (14.72) pug/ml.

Staphylococcus est inhibée par une concentration minimale de (29.44) pg/ml.

Tableau 10 : Effet de la dilution de I’huile de Thymus Capitatus sur les quatre souches.

1 12viv | 1/4 viv | 1/8v/v |1/16v/v | 1/32v/v | 1/64 vIv | 1/128 v/v
E.colé t+ -+ t+ 4+ ++ + - -
Salmonella F++ HH - ++ + + - -
Streptocoque +++ +++ ++ ++ ++ + + -
Staphylocoque | ++4 4 -+ ++ + - - -

En comparant les données précédentes avec la composition chimique de 1’huile, il devient évident qu’il
existe une relation entre la forte activité des huiles de type Thymus et la présence des composants
phénoliques, tel que le Thymol et le Carvacrol. La forte activité antimicrobienne de cette huile
s’expliquer par le pourcentage ¢levé de composants phénoliques. Il semble possible que des composants

phénoliques puissent interférer avec les enzymes de la paroi cellulaire [82].

Par conséquence, la teneur élevée en composants phénoliques peut expliquer la fort activité

antibactérienne de 1’huile [83].

D’aprés nos résultats, il est évident que 1’huile essentielle d’espace étudiée ainsi que le monoterpene
phénolique le Carvacrol et le Thymol ont une activité antibactérienne trés élevée en comparant avec les
antibiotiques commerciaux Chloramphénicol, Cefoxitin, Gentamycine, ces résultats pourraient étre liés

au pourcentage éleves de composés phénoliques, tel que le Carvacrol et le thymol [84-86] .

"
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VIL.5.2. Activité antifongique :

L’activité antifongique est témoignée par 1’absence ou la présence de la croissance mycélienne.
L’utilisation des témoins pour objectif d’une comparaison juste et fiable de 1’effet de I’huile essentielle

contre les souches fongiques utilisées. Voire I’Annex 05

Les résultats des diametres de I’activité antifongique de 1’huile essentielle de Thymus Capitatus sont

indiqués dans la figure 20.

La figure ci-dessous représente la croissance mycélienne des souches en fonction de la concentration de

I’huile essentielle de Thymus Capitatus.
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Figure 20 : Effet de Thymus Capitatus sur les souches fongiques

L’effet du Thymus Capitatus sur la croissance mycélienne a été registré a la concentration qui correspond
a I’absence d’huile essentielle (t¢émoin) avec un diameétre de croissance de (7.15¢cm, 8.50cm, 6.25c¢m et
8.50cm) pour Cladosporium herbarum, Alternaria infectoria, Aspergillose ochraceus et Trichophyton

Sp respectivement.

Les résultats obtenus montrent que la croissance mycélienne est trés importante pour le t¢émoin (0 %), on
remarque une diminution remarquable de la croissance mycélienne avec 1’augmentation de la

concentration pour les souches Trichophyton Sp et Aspergillose ochraceus, par contre pour les

“3)
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concentrations 0.25 pl/ml ,0.5 pl/ml et 7.5 pl/ml aucune croissance observée pour toutes les souches
testées (inhibition totale pour toutes les souches fongiques). Les souches Cladosporium herbarum et
Alternaria infectoria sont les plus sensibles qui ne nous remarquons aucune croissance pour les deux

méme a faible concentration (inhibition totale pour toutes les concentrions).
VI1.5.2.1. La cinétique de la croissance mycélienne :

Le graphe ci-dessous résume les résultats de la croissance mycélienne (cm) des souches fongiques en

fonction du temps d’incubation et de la concentration de I’HE de Thymus Capitatus.

Cladosporium herbarum Alternaria infectoria

. 8 o 10
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Figure 21 : Cinétique de croissance mycélienne en fonction de temps et concentration des huiles

essentielles de Thymus Capitatus.

La figure21 représente la cinétique de croissance mycélienne en fonction de temps et de la concentration
de I’huile essentielle étudi¢e, on remarque qu’il y a une forte diminution de la croissance mycélienne

avec le temps d’incubation pour les souches Aspergillose ochraceus et Trichophyton Sp aux

Y,
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concentration 0.25ul/ml aprés 72 heure au- dela de cette concentration on n’observe aucune croissance,
par contre pour la concentration 0.5 pl/ml on remarque une présence de croissance mycélienne apres

168 heur d’incubation. .

Les deux souches Cladosporium herbarum et Alternaria infectoria sont les plus sensibles ou aucune
croissance n’a été enregistrée pour toutes les concentrations de 0.25 pl/ml a 7.5 pl/ml (de 0.025% a

0.75%) pendant tous les jours d’incubation.

Nous n’observons aucune croissance mycélienne de toute souches fongiques pour les concentrations 2.5

ul/ml, 5 pl/mL7.5 pl/ml.
VI1.5.2.2. Indice antifongique :

Le figure 22 montre que les concentrations 0.25%, 0.5%,0.75% de notre huile essentielle ont empéché
totalement la croissance des souches fongiques testées.
120
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Figure 22:Taux d’inhibition des souches en fonction de la concentration

Selon la figure 22 on remarque que le taux d’inhibition a un effet fongicide contre les souches
Cladosporium herbarum et Alternaria infectoria, et un effet fongistatique contre les souches

d’Aspergillose ochraceus et Trichophyton Sp. En effet la CMI est de 0.5 pl/ml (0.05%) pour les souches
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d’Aspergillose ochraceus et Trichophyton Sp, pour les souches Cladosporium herbarum et Alternaria

infectoria on estime que le CMI est inférieur a 0.125 pl/ml (0.0125%).

VI1.5.2.3. Vitesse de la croissance mycélienne :

La figure 23 Montre la vitesse mycélienne des quatre souches fongiques en fonction de la concentration

de I’huile essentielle :
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Figure 23: Vitesse de la croissance mycélienne sous 1’effet de I’augmentation de la concentration

d’huile essentielle de Thymus Capitatus.

D’apres la figure 23, on observe une diminution remarquable de la vitesse de la croissance mycélienne
par I’augmentation de la concentration de I’HE, elle diminue jusqu’a I’inhibition totale (0 cm/h) dans la

dose 0.025% pour Cladosporium herbarum et Alternaria infectoria, et 0.25% pour Aspergillose

ochraceus et Trichophyton Sp.

La technique de contacte directe consiste a mettre en contact 1’huile essentielle et les micro-organismes,

,

puis observer la croissance de ces derniers.
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L’huile essentielle de Thymus Capitatus a exercé une importante activité inhibitrice vis-a-vis des souches
testées. Les diametres, la vitesse et I’indice antifongique de la croissance de mycélium diminuent a
chaque fois qu’on augmente la concentration des huiles essentielles jusqu’a la non germination du disque

au CMI déterminée, cela confirmé par les travaux de Mehani et ces collaborateurs [87].

La complexité de la composition chimique des huiles essentielles avec une dizaine de composés rend le
processus d'identification du composant responsable de 1'activité antimicrobienne tres difficile. Souvent,
l'activité antimicrobienne résulte de la synergie ou de l'antagonisme entre plusieurs composants, méme
Daferera et al. (2003) ont postulé que 1'activité antifongique des huiles essentielles est principalement
attribuable a leurs composants principaux, bien que la possibilité d'autres phénomenes, tels que la

synergie ou l'antagonisme avec des composants mineurs [19].

Beaucoup de travaux ont souligné 1’efficacité antifongique des phénols terpéniques et plus
particuliérement celle du thymol et/ou du Carvacrol. Ces deux molécules possédent un trés large spectre
d’activité antimicrobien et ils sont naturellement présents dans les essences de la plupart des espéces de

thym et d’origan [88].

Le mécanisme de la toxicité phénolique sur les champignons est fondé principalement sur 1’inhibition

des enzymes fongiques contenant le groupement SH dans leur site actif [89].

Tabti et al. (2014) ont rapporté que les hydrocarbures terpéniques et les composés phénoliques présents
dans I’HE de thymus étaient responsables des effets observés chez 14 microorganismes responsables de
la détérioration des aliments et des souches fongiques telles que Aspergillus niger, A. flavus et Fusarium

oxysporum[90].

La classe de phénols des huiles essentielles cause davantage de dommages tels que les perturbations
morphologiques des hyphes mycéliens, la perturbation du plasma membranaire et l'altération de la

structure des mitochondries [89].

Apres une étude mené par Miri, Y.B. et D. Djenane qui montre clairement que 1’huile essentielle de
Thymus Capitatus algérien peut inhiber la croissance d’ Aspergillus flavus E73 et la production d’AFB1.
En outre, ils présentaient un large spectre fongitoxique contre certaines moisissures d'origine

alimentaire ; les souches testées sont: Aspergillus carbonarius, Aspergillus fumigatus, Aspergillus

"
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niger, Aspergillus ochracus, Aspergillus tamari, Aspergillus terreus, Fusarium sp., Penicillium sp. et

Rhizopus sp [78].

En effet, Arras et Usai (2001) ont constaté que I'huile essentielle de Thymus Capitatus présentait une

forte activité fongicide contre Alternaria citri, Penicillium digitatum, P. italicum et Botrytis cinerea [89].

Cette importante bioactivité de I’huile essentielle de Thymus Capitatus contre les souches fongiques
pathogenes testées est en relation avec leur teneur €élevé en composés phénoliques (Thymol et Carvacrol)

et I’effet synergique entre les différents composés mineurs de cette huile essentielle.

,
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Conclusion

Dans le but d’¢élaborer de nouveaux agents naturels antibactériens, antifongiques, 1'huile essentielle de
plante médicinale de la flore Algérienne, Thymus Capitatus. Ont fait I’objet d une étude phytochimique.
Différentes analyses sont appliquées a cette plante : extraction de I’huiles Essentielle, analyse de
I’essence par la GC/MS, la détermination de leur pouvoir antibactérien in vitro sur des souches
pathogénes et multirésistantes : il s’agit de Escherichia coli, salmonella, Staphylococcus, Streptocoque
et en fin le test de leurs pouvoir antifongique sur quatre champignons . Cladosporium cherbarum,

Alternaria infectoria, Trichophyon Sp, Aspergillose ochraceus.

L’extraction de I’huile essentielle par 1’hydrodistillation a montré un rendement en huile de
1.56%. L’analyse qualitative et quantitative est réalisée par GC/MS, a permis d’identifier vingt-deux
composés qui représentent environ 98.21% d’essence totale. L’huile essentielle de thymus capitatus de
I’ouest d’Algérie est dominée par le Thymol 51.22%, suivi du Carvacrol 12.59% et du. Gamma. -

Terpinéne 10.3%.

L’activité antibactérienne évaluée par les tests in vitro, ressort que les huiles essentielles
possédant un fort pouvoir antibactérienne sur les souches testées. Toutefois, I’inhibition de la croissance
varie en fonction de I’espace bactérienne, la souche la plus sensible est Streptocoque par rapport aux

autres souches avec une zone d’inhibition de 57 mm de diamétre.

L’étude de I’activité antifongique a été démontrer par I’absence ou la présence de la croissance
mycélienne par la technique de contact directe sur quatre souches fongiques pour une gamme de
concentration de 0.25 a 7.5 pl/ml. L’huile essentielle a une importante activité inhibitrice vis-a-vis des
souches testées, les souches les plus sensibles sont Cladosporium herbarum et Alternaria infectoria. Les
diametres, la vitesse et I’indice antifongique de la croissance mycélienne diminue a chaque fois qu’on
augmente la concentration en 1’huile essentielle. Les essais ont donné des inhibitions satisfaisantes par
rapport aux témoins pour des faibles concentrations avec une activité¢ fongicide sur les souches

Cladosporium herbarum et Alternaria infectoria.

Ces forts pouvoirs bioactifs remarquables chez 1’huile essentielle de Thymus Capitatus est attribué

principalement a leur teneur important en phénols terpéniques (Thymol et Carvacrol)

49



CONCLUSION

Ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu’une premicre étape dans la recherche des substances de
source naturelle active biologiquement d’une plante locale a des propriétés médicinales et aromatiques,
la grande activité inhibitrice de 1’huile essentielle étudiée sur la croissance bactérienne et fongique laisse

entrevoir des perspectives d’application dans plusieurs domaines industriels : pharmaceutique,

cosmétique, alimentaire, etc.
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Annexe

Annexe 1 : Montage d’extraction de 1’huile essentielle

Extraction par Hydrodistillation (type Clavenger)

Annex 2 : Appareillages des analyse physique-chimique.

pH-metre Réfractomeétre
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Densimeétre
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Annexe 3 :Analyse par GC/MS

Bruker SCION 436 GC, couplé avec un spectromeétre de masse type Bruker SCION 436 GC
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Annexe 4 : Activité antibactérienne
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Détermination de concentration minimal inhibitrice
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Annex 5 : Activité antifongique.




