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Résumé 

          Les plantes médicinales sont utilisées depuis l'Antiquité comme remèdes à de 
nombreuses maladies affectant la santé humaine grâce à leurs richesses en molécules 
actives.  

       Le but de la présente étude était d'étudier la capacité antioxydante de deux 
extraits de Thymus vulgaris par la méthode DPPH, et d’évaluer l'activité 
antibactérienne des extraits de T. vulgaris contre deux souches de S. aureus, l'une 
isolée et l'autre référencée, et d'estimer leur capacité à prévenir et à éradiquer le 
biofilm produit par ces souches. 

D'après nos résultats, le rendement d’extraction de l'extrait aqueux était de 
10,03 % et de 14.66 % pour l'extrait éthanolique (80%). 

       Le criblage phytochimique a montré que les extraits éthanoliques et aqueux 
contenaient des flavonoïdes, des terpénoïdes, des glycosides cardiaques, des 
mucilages et des alcaloïdes.  

    L'extrait éthanolique a montré une quantité de polyphénols et de flavonoïdes 
de 14,61±2,17 mg EAG/g et 13,08±0,02 mg EAG/g respectivement tandis que 
l'extrait aqueux a montré une teneur totale en polyphénols de 8,427± 0,82mg EAG/g 
et de 3,35±0,02 mg EAG/g pour les flavonoïdes. En ce qui concerne l'activité 
antioxydante, l'extrait aqueux a inhibé 50 % des radicaux libres à une concentration 
de 0,01 mg/ml et 0,10 mg/ml pour l'extrait éthanolique. 

       L'activité antibactérienne de l'extrait éthanol (80 %) contre les bactéries S.aureus 
isolées I et référencées R a donné des résultats positifs de 13,01 et 12,64 mm de zone 
d'inhibition. 

        De plus, l'activité antibiofilm a montré une grande capacité de l'extrait 
éthanolique à 80% à inhiber la formation de biofilms par les souches I et R de 
S.aureus avec des pourcentages très élevés variant entre 78,14% et  99,55%. De 
même, cet extrait possède un haut pouvoir de destruction du biofilm formé par ces 
mêmes souches avec des pourcentages atteignant 94.29% et 95.19%. Alors que 
l'extrait aqueux possédait des pourcentages assez faibles de 47 à 51%. 

 

Les mots clés : Thymus vulgaris, composés bioactives, S. aureus R et I, antioxydante,  
antibactérienne, antibiofilm. 

 

 

 

 



 

Abstract 

Medicinal plants have been used since Antiquity as remedies for many 
illnesses affecting human health, thanks to their rich active molecules. 

The present study aimed to investigate the antioxidant capacity of the two 
Thymus vulgaris extracts by the DPPH method, and to evaluate the antibacterial 
activity of T. vulgaris extracts against two S. aureus strains, one isolated and the other 
referenced, and to estimate their ability to prevent and eradicate the biofilm produced 
by these strains. 

According to our results, the extraction yield of the aqueous extract was 
10.03% and 14.66% for the ethanolic extract (80%). 

  Phytochemical screening showed that both ethanolic and aqueous extracts 
contained flavonoids, terpenoids, cardiac glycosides, mucilages and alkaloids. 

The ethanolic extract showed a polyphenol and flavonoid content of 
14.61±2.17 mg EAG/g and 13.08±0.02 mg EAG/g respectively, while the aqueous 
extract showed a total polyphenol content of 8.427± 0.82mg EAG/g and 3.35±0.02 
mg EAG/g for the flavonoid content. With regard to antioxidant activity, the aqueous 
extract inhibited 50% of free radicals at a concentration of 0.01 mg/ml and 0.10 m/ml 
for the ethanolic extract. 

The antibacterial potency activity of the ethanol extract (80%) showed strong 
inhibition against isolated I  and referenced  R S.aureus bacteria, with results of 13.01 
?SD and 12.64 mm zone of inhibition. 

Furthermore, the antibiofilm activity showed a high capacity of the 80% 
ethanolic extract to inhibit the formation of biofilms formed by IS and R strains of 
S.aureus with very high percentages of up to 99.55%; and 78.14% respectively.  
Similarly, this extract has a high capacity to destroy the biofilm formed by the same 
bacterial strains, with percentages reaching 94.29%; and 95.19%; . The aqueous 
extract, on the other hand, had low percentages, ranging from 47 to 51%. 

 

Key words: Thymus vulgaris, bioactive compounds, S. aureus R and I, antioxidant, 
antibacterial, antibiofilm. 

 

 

 



 

 لملخصا

حة استخُدمت النباتات الطبية منذ العصور القديمة كعلاجات للعديد من الأمراض التي تؤثر على ص
  .الإنسان، وذلك بفضل جزيئاتها النشطة الغنية

 بطريقة Thymus vulgarisهدفت هذه الدراسة إلى فحص القدرة المضادة للأكسدة لمستخلصي 
DPPHمستخلصات ضد سلالتين من بكتيرياهده ال، وتقييم النشاط المضاد للبكتيريا ل S.aureus إحداهما ،

 .على منع واستئصال الأغشية الحيوية التي تنتجها هذه السلالاتمعزولة والأخرى مرجعية، وتقدير قدرتها 

ً للنتائج التي توصلنا إليها، بلغ ناتج الاستخلاص من المستخلص المائي   %14.66و %10.03ووفقا
 ).%80للمستخلص الإيثانولي (

كبات وأظهر الفحص الكيميائي النباتي أن كلا المستخلصين الإيثانولي والمائي يحتويان على مر  
  .الفلافونويد والتربينويدات والجليكوسيدات القلبية والصمغيات والقلويات

ملجم  2.17±  14.61أظهر المستخلص الإيثانولي محتوى من البوليفينول والفلافونويد يبلغ 
على التوالي، بينما أظهر المستخلص المائي محتوى  ملجم فلافونويد/غرام 0.02±  13.08فلافونويد/غرام) و

ملجم فلافونويد/غرام  0.02±  3.35و ملجم فلافونويد/غرام 0.82±  8.427لي من البوليفينول يبلغ إجما
من الجذور  %50لمحتوى الفلافونويد. أما فيما يتعلق بالنشاط المضاد للأكسدة، فقد قام المستخلص المائي بتثبيط 

  .ملجم/مل للمستخلص الإيثانولي 0.10ملجم/مل و  0.01الحرة بتركيز 

 S.aureus ) تثبيطًا قويًا ضد بكتيريا%80ظهر النشاط الفعال المضاد للبكتيريا لمستخلص الإيثانول (أ
  .ملم  12.64و 13.01المعزولة والمشار إليها، حيث بلغت نتائج التثبيط 

علاوة على ذلك، أظهر النشاط المضاد للأغشية الحيوية الرقيقة قدرة عالية للمستخلص الإيثانولي بنسبة 
  بنسب عالية  Rو  S.aureus Iعلى تثبيط تكوين الأغشية الحيوية الرقيقة التي تكونت من سلالات بكتيريا  80%

.  وبالمثل، يتمتع هذا المستخلص بقدرة عالية على تدمير الغشاء الحيوي %78.14؛  %99.29  تراوحت بين 
. من ناحية أخرى،   %93.19و %94.29الرقيق الذي شكلته نفس السلالات البكتيرية، حيث وصلت النسب إلى 

  .%51و 47كان المستخلص المائي يحتوي على نسب منخفضة تتراوح بين 

، مضادات Iو  S. aureus R، مركبات نشطة بيولوجيًا، بكتيريا Thymus vulgaris الكلمات الرئيسية:
.البيولوجيالغشاء  الأكسدة، مضاد للبكتيريا، مضاد 
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Avec l'augmentation du nombre de maladies causales par les germes 

pathogènes  , la santé publique est actuellement une préoccupation majeure. En effet, 

la résistance aux antibiotiques d'origine synthétique est considérée comme un 

problème majeur de santé publique au niveau mondial, en raison de la perte de leur 

efficacité (Alkufeidy et al., 2022).  

Ceci incite à la recherche d'une nouvelle approche thérapeutique alternative 

plus fiable avec moins d'effets secondaires que les médicaments conventionnels 

(Quresh et al., 2022). 

Le biofilm est considéré comme un mode de vie très courant dans le monde 

bactérien, ainsi qu'une communauté microbienne construite par des micro-organismes 

qui adhèrent à une surface et sont intégrés dans une matrice extracellulaire qu'ils 

produisent. On les trouve dans une grande variété d'environnements, tant naturels 

qu'artificiels (Sauer et al., 2022 ; Yannick et al., 2014).  

L'assemblage de micro-organismes sur une surface leur permet de développer 

une résistance aux antibiotiques (Muzamil et al.,2021). En outre, Le développement 

de biofilms est l'un des principaux facteurs de la plupart des infections humaines.  De 

plus, les biofilms sont à l'origine d'un grand nombre d'infections. Alors que 80 % des 

infections microbiennes sont causées par des microorganismes dans des biofilms 

(Jamal et al., 2018). 

Depuis l'antiquité, les plantes médicinales ont été utilisées par l'homme pour 

traiter et guérir toutes sortes de maladies, grâce à leurs propriétés thérapeutiques 

basées sur un vaste réservoir de substances attribuées aux métabolites secondaires qui 

possèdent de multiples activités biologiques (Zeghad.2009).  

Le choix de la plante pour cette étude s'est porté sur le thym, grâce à son 

utilisation dans la médecine traditionnelle de la région de Tiaret « Algérie ».  

Thymus vulgaris est une plante médicinale dotée d'un large éventail de 

propriétés biologiques grâce à sa richesse en composés bioactifs, notamment des 

terpénoïdes, des flavonoïdes et des composés phénoliques (Babotă et al., 2023 ; 

Miller et al.,2006). 
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On considère que les plantes médicinales sont peu coûteuses et qu'elles 

constituent un substitut efficace dans la lutte contre les agents pathogènes résistants 

aux agents antimicrobiens (Majeed et al., 2019).  Le potentiel biologique des 

substances bioactives d’origine naturelle peut être exploité pour traiter un large 

éventail des problèmes de la santé humaine (Wijesundara et al.,2019).. 

 La présente étude vise a évalué la richesse des extraits éthanoliques (80%) et 

aqueux de T.vulgaris en composés bioactifs, y compris le dépistage phytochimique, 

les dosages de polyphénols et de flavonoïdes, l'activité antioxydante et la puissance 

antibactérienne contre S. aureus isolé et référencé, ainsi que leur capacité à inhiber la 

formation et la destruction du biofilm produit par les  souches testées. Ces résultats 

renforcent l'utilisation de ces extraits de plantes médicinales comme alternative aux 

antibiotiques.



 

 

 

 

Partie I. 

Etude 

Bibliographique 



Etude bibliographique 

 Page 5 
 

I. Thymus vulgaris 

 I.1. Description de Thymus vulgaris 

           Thymus vulgaris fait partie de la famille des lamiacées (labiées), c’est l’une des 

familles les plus grandes dans le règne végétal (Naghibi et al., 2005).  

            Thymus vulgaris est un arbuste aromatique vivace atteignant une hauteur de 20 

à 30 cm (Jamali et al., 2012) (Figure N°01) . Il a des racines épaisses et des branches 

fines, denses et ramifiées.  Ces tiges sont dressées, ramifiées, ligneuses et blanchâtres 

avec une base incurvée, et les feuilles sont en forme d'aiguille, opposées, persistantes, 

vert grisâtre, linéaires, de 0,5 à 3 mm de large et de 3 à 12 mm de long.  Les fleurs 

sont petites (4 à 6 mm de long), blanches à roses, symétriques, divisées en 2 ou 3 à 

l'aisselle des feuilles et groupées en glomérules ovales (Singh. 2007). 

 

Figure N°01 : Aspect morphologique de Thymus vulgaris . 

. 

I .1.1. Classification taxonomique 

La répartition botanique de Thymus vulgaris est présentée dans le tableau N°01 
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Tableau 1 : Classification taxonomique de Thymus vulgaris (Goetz et 
Ghédira.,2012). 

Règne Plantae 

Embranchement Magnoliophyta 

Classe Magnoliopsida 

Ordre Lamiales 

Famille Lamiaceae 

Genre Thymus 

Espèce Tymus vulgaris 

 

I .1.2 Propriétés biologiques du Thymus vulgaris 

Thymus vulgaris se caractérise par sa forte teneur en substances biactives, qui 

contribuent à ses nombreuses vertus biologiques, notamment ses activités 

antioxydantes, antibactériennes, antifongiques, antivirales et antiinflammatoires 

(Bukvicki et al., 2018).  (Yakhlef et al., 2011), montrent que l'extrait de Thymus 

vulgaris possède une activité antibactérienne contre plusieurs souches bactériennes. 

De plus, plusieurs études révèlent une capacité antioxydante liée à sa richesse 

en composés phénoliques et en flavonoïdes (Yan et al., 2020). 
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II. Activité antibiofilm 

I .2.1 Définition  

          Le biofilm est une structure hétérogène composée de populations bactériennes 

intégrées dans une matrice extracellulaire autoproduite et attachée à des surfaces 

naturelles ou artificielles (Agnès et al., 2006). Celle-ci est composée d'ADN 

extracellulaire, d'amyloïdes, de polysaccharides et de protéines d'origine microbienne, 

et de vésicules membranaires (Flemming et al., 2023).   

I .2.2 Cycle de formation de biofilm   

              Le biofilm bactérien se forme lorsque les bactéries sont soumises à des 

conditions stressantes telles que le manque de nutriments et d'oxygène (Tlaro, 2008, 

Vu et al., 2009). Cette formation se déroule en plusieurs étapes (Figure N°02), dont 

l'adhésion réversible, où les cellules bactériennes s'attachent à la surface (Bezoui. 

2016). En effet, l'adhésion irréversible implique la production de molécules telles que 

les acides teichoïques et mycoliques et les exopolysaccharides (EPS) impliqués dans 

les contacts cellule-cellule et cellule-surface (Kolter ,2008 ; Hoiby,2000). Cette étape 

est suivie par la formation de micro-colonies, au cours de laquelle la croissance des 

cellules bactériennes et la production d'EPS permettent la création de micro-colonies 

qui couvrent une ou toutes les parties de la surface (Jacobsen et al., 2008). Les 

bactéries se multiplient et produisent des polymères extracellulaires, formant une 

structure tridimensionnelle complexe (Folkesson et al,. 2008). 
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FigureN°02 : Différents étapes de formation de biofilm bactérien (Sharma et al., 
2023). 

I .2.3 Caractéristiques des bactéries vivantes dans un biofilm  

 Les cellules bactériennes en biofilm bénéficient de nombreux avantages. Ce 

biofilm constitue une forme de protection contre plusieurs facteurs physiologiques, 

dont les UV, les antibiotiques et autres agents antimicrobiens, en empêchant leur 

pénétration dans l'organisme (Liu et al., 2023).    

Le biofilm constitue donc un environnement idéal pour l'établissement de 

relations syntrophiques (Aliane et al., 2021).   

Cette structure multicellulaire leur permet de résister à des conditions 

défavorables, d'améliorer leur résistance aux agents antimicrobiens, de promouvoir la 

coopération entre les cellules et de faciliter l'échange de nutriments, assurant ainsi la 

protection et la structure de la communauté (Prinzi et al.,2023) . 

I .2.4 Les plantes médicinales et la lutte contre le biofilm   

 Actuellement, l'efficacité des antibiotiques dans la lutte contre les bactéries a 

progressivement diminué en vue de leur augmentation et de leur utilisation parfois 

inappropriée, conduisant à la formation de biofilm par de nombreuses souches 

bactériennes résistantes aux antibiotiques (Obeizi.2020).  Cela incite les chercheurs à 

trouver des nouvelles approches antimicrobiennes qui pourraient fournir des solutions 

alternatives dans la lutte contre la résistance aux antibiotiques par le biais de 
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l'utilisation de plantes médicinales en raison de leur richesse en composés biactifs 

(Castagna et al., 2022 ; Machiex et al., 2005).  

 En effet, les plantes médicinales ont souvent des propriétés antibactériennes 

pouvant être utilisées dans la lutte contre les biofilms (Zeineb M et al., 2015). 

Conformément à l'OMS (Organisation mondiale de la santé 2020), les plantes 

médicinales sont désormais importantes dans le secteur pharmaceutique et médical, en 

particulier lorsque les composants des plantes sont utilisés directement comme agents 

thérapeutiques, mais aussi comme matières premières nécessaires à la synthèse des 

médicaments ainsi que comme modèles pour les composés pharmacologiquements 

actifs. Il est donc clair que les antimicrobiens d'origine végétale ont leur place dans 

l'arsenal des médicaments prescrits par les chercheurs   ( Malczak et al.,2023) .



 

 
 

 

Partie II. 

Matériel 

 et  

Méthodes 
 

  

 

 

 

 



Matériel et méthodes  

 Page 11 
 

 

II .1 Objectifs de travail 

 

 Déterminer la teneur en métabolites secondaires des extraits aqueux et 

hydro-éthanoliques (80%) de la plante Thymus vulgaris par le biais d'un criblage 

phytochimique. 

 Déterminer la teneur en polyphénols et en flavonoïdes des extraits de 

Thymus vulgaris. 

 Estimer les propriétés biologiques de Thymus vulgaris : activité 

antioxydante, antibactérienne et antibiofilm " formation et destruction ". 

 

II .2 Lieu de travail 

Ce travail a été effectué au Laboratoire d'Hygiène et Pathologies Animale, 

Institut des Sciences Vétérinaires "Université Ibn Khaldoun - Tiaret". Durant la 

période du 01 Février au 01 Mai 2024. 
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II .3.1 Matériels utilisés : 

Tableau N 02 : Liste des matériels utilisés durant l'expérience. 

Verreries et petits 

matériel 
Appareils Réactifs et produits chimiques Milieux de cultures 

 

 Béchers 

 Boites en verre  

 Boites Pétri  

 Ecouvillons 

stériles 

 Entonnoirs 

 Eprouvettes  

 Erlenmeyers 

 Flacons  

 Lames et 

lamelles 

 Les embouts 

  Papier filtre  

 Pinces stériles 

 Pipettes Pasteur 

 Portoir  

 Spatule  

 Tubes  à essais  

 Verre de montre 

 

 

 

  

 

 

 Agitateur magnétique  

 Autoclave 

 Bain marie  

 Balance analytique 

(OHAU5) 

 Bec Bunsen  

 Broyeur  

 Etuve 

 Hôte bactériologique  

 Micropipette (100 ul 

/1000ul) 

 Microscope optique 

 Pied à coulisse 

 Réfrigérateur  

 Secouer  

 Spectrophotomètre 

(Biochrom-Libra S6) 

 Stérilisateurs UV 

(AIR FLOW Cj-20) 

 Tamis (250 UM) 

 Vortex (Wise mix 

VM-10) 

 

 Acétate de plomb  

 Acétate de sodium  

 Acide sulfurique concentré 

(H2SO4) 

 Ammoniaque (NH4OH) 

 Anhydride acétique 

 Carbonate de sodium (Na2CO3) 

 Chloroforme  

 Chlorure d’aluminium (AlCl3) 

 Chlorure ferrique (FeCl3) 

 Cristal violet 

 DPPH (2,2-diphenyl-1-

picrylhydrazyl, C18H12N5O6 

 Eau distillée 

 Eau physiologique 

 Ethanol  

 Folin-Ciocalteu 

 Fuchsine 

 Huile d’immersion 

 Lugol 

 Méthanol 

 Violet Gentiane 

 

 

Milieux solides : 

 

 Chapman 

 Gélose nutritive 

 Milieu Gélosé 

 Muller Hinton 

 Rouge Congo 

  

Milieux liquides : 

 

 Bouillon nutritif 
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Figure N°03 : Poudre fine de Thymus vulgaris. 

 

II .3.2 Matériel végétal 

       Le produit végétal constitué des parties aériennes (tiges et feuilles) de Thymus 

vulgaris a été acheté auprès d'un herboriste de la région de Tiaret en février 2024. La 

plante a ensuite été broyée et soumise à un tamisage afin d'obtenir une poudre 

régulière, puis conservée à sec (température ambiante), à l'abri de la lumière et à l'abri 

de l'humidité (Rabai et al., 2021)  (Annex I ) . 

 

 

 

 

 

 

 

 

II.4 Analyses phytochimiques 

  II.4.1 Préparation des extraits 

Les extraits aqueux et hydro-éthanoliques de Thymus vulgaris ont été préparés 

par macération dans une proportion de 10 g de poudre fine mélangée à 100 ml de 

solvant aqueux ou hydro-éthanolique, sous agitation contrôlée à l'aide d'un agitateur 

installé à une température ambiante pendant 24h (Bouteldja et al., 2021). La solution 

obtenue a ensuite été filtrée sur papier filtre, évaporée et séchée dans une étuve 

ventilée à 40 °C pour obtenir un résidu sec, qui a été conservé à -20 C (Figure N°04). 
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Filtration + Évaporation 

Figure N°04 : Organigramme des étapes de préparation des extraits. 

Macération sous 
agitation pendant 24h 

Broyage + Tamissage 

Extrait hydro-
éthanolique 80% 

Extrait aqueux  

Conservation -20°C 

Résidu sec 

Thymus vulgaris 
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II.4.2 Rendement des extraits 

On détermine le rendement d'extraction par le rapport entre la masse de résidu 

sec obtenue et la masse de matière végétale sèche (Mahmoudi et al., 2013). 

Le rendement des extraits de Thymus vulgaris peut être déterminé à l'aide de la 

formule suivante : 

 

Soit : 

R(%) : Rendement de l'extraction. 

Mext : Masse de l'extrait après évaporation du solvant en mg. 

Méch : Masse sèche de l'échantillon végétal en mg. 

II.4.3. Screening phytochimique  

a. Alcaloïdes  

Le criblage des alcaloïdes peut être effectué à l'aide du test de Bouchardat. Deux 

gouttes de réactif de Bouchardat est additionné à 2ml de chaque extrait (aqueux et 

éthanolique). Une précipitation rouge-brun indique la présence d'alcaloïdes (Soni et 

Sosa, 2013). 

b. Anthocyanes  

 Mélanger 1ml de chaque extrait avec 3ml de H2SO4 de10% et 1ml de NH4OH 

à 10%. Le résultat est positif s'il y a une coloration qui s'accentue à l'acidification et 

devient bleue en milieu basique. 

c. Glycosides cardiaques  

      Prendre 2ml des deux extraits plus 2ml de chloroforme, puis 3ml d'acide 

sulfurique concentré. Sa présence se manifeste par la formation d'une couche rouge 

foncé à brunâtre à l'interface de l'anneau (Gupta et al.,2016).  

d. Flavonoïdes  

La solution a été préparée en ajoutant quelques gouttes d'acétate de plomb à 3ml 

de chaque extrait. Une précipité jaune apparaît, ce qui indique un résultat positif 

(Amzad et al., 2013).  

R (%) = (Mext/Méch) *100 
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e. Mucilages  

Leur détection est indiquée par l'addition de 5 ml d'éthanol absolu à 1 ml de 

chaque extrait. La lecture du résultat positif se fait par l'apparition d'une précipité 

floconneux (Noudogbessi et al., 2013). 

f. Saponines   

         Les saponines sont détectées en introduisant 10 ml de chaque extrait dans un 

tube à essai.  Agiter pendant 15s, puis laisser reposer pendant 15min. Si la hauteur de 

la mousse est supérieure à 1cm, cela indique que les extraits de plantes contiennent 

des saponines (EL-Haoud et al., 2018). 

g. Stéroïdes  

       Placer 5 ml de chaque extrait dans un tube à essai et ajouter 5 ml d'anhydride 

acétique, puis 0,5 ml d'acide sulfurique concentré. La couleur verte indique un résultat 

positif (Pandey. 2015).  

h. Tanins 

 On ajoute 1 à 2 gouttes de solution de chlorure ferrique (FeCl3) diluée à 0,1% 

aux 2ml des différents extraits. La présence de tanins galliques est mise en évidence 

par le changement de couleur bleu-vert, tandis que l'apparition d'une couleur vert 

foncé suggère la présence de tanins catéchiques (EL-Haoud et al., 2018). 

i. Terpénoïdes  

 Mélanger 0,2g d'extrait sec avec 2ml de chloroforme, dans lequel on ajoute 

3ml de H2SO4 concentré. L'apparition d'une coloration rouille à l'interface indique une 

réaction positive (Mujeeb et al., 2014). 

  II.4.4 Dosages des polyphénols totaux  

La présence de polyphénols dans les extraits aqueux et éthanoliques est établie 

par la méthode Folin – Ciocalteu.  Le protocole utilisé est celui de (Ahmadi et 

al.,2024) avec quelques modifications : 

  Addition de 2ml de réactif de Folin Ciocalteu à 10%, 1,6ml de carbonate de 

sodium (Na2CO3) (7,5%) à une série de dilutions de 1 à 1/128 mg/ml. Le mélange est 

agité puis incubé pendant 30 minutes à l'abri de la lumière. La lecture 

spectrophotométrique a ensuite été effectuée à une longueur d'onde de 765nm. Tous 
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les résultats sont présentés en mg d'acide gallique équivalent /mg par rapport à la 

courbe d'étalonnage de l'acide gallique (Annex III ). 

 II.4.5 Dosage des flavonoïdes  

           La teneur en flavonoïdes est exprimée par une méthode colorimétrique 

(Chlorure d’aluminium) (Ahmadi et al.,2022). 

       Le protocole expérimentale est consisté à mélanger 0.5ml de chaque dilutions de 

différents extraits avec 1.5ml de méthanol à (95%) ,0.1ml de chlorure d’aluminium 

AlCl3 (10%) ,0.1ml d’acétate de sodium (C2H3NaO2) (1M) plus 2.8ml d’eau distillée. 

Le blanc est préparé en remplaçant l’extrait par le méthanol (95%).Suivi d’une 

agitation puis incubation durant 30min à l’obscurité et à une température ambiante. 

L’absorbance est réalisée à 415nm. 

          Les résultats obtenus sont présentées en mg équivalant de la quercétine par g et 

sont référencés à la courbe d’étalonnage de la quercétine (Taher et al., 2022) (Annex 

III ). 

II.2.Analyses biologiques 

 II.2.1. Activité antioxydante  

         L’évaluation de l’activité antioxydante des extraits de la plante étudiée est 

effectuée par la méthode de DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl, C18H12N5O6) 

(Tirzitis et Bartosz, 2010). 

           Le protocole de (Pereira et al.,2016) est  suivi avec quelques modifications : 

        Un volume égale des différents dilutions de chaque extrait (0.009 à 5mg/ml) 

est additionné à un volume de la solution méthanolique du DPPH à raison de 8.2mg 

par 240ml de méthanol absolu, suivi d’une incubation 37°C pendant 30min à une 

température ambiante dans l’obscurité. Après la lecture de l’absorbance à 517nm. Le 

banc est préparé en remplaçant l’extrait par le méthanol. L’acide Ascorbique est 

considéré comme un antioxydant de référence (Annex III ). 

           Le pourcentage d’inhibition est mesuré par la formule suivant : 

 

  

%Inhibition = (Ac-Ae)/Ac *100 
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Dont : 

Ac : Absorbance de blanc. 

Ae : Absorbance d’extrait. 

  II.2.2. Activité antibactérienne  

  II.2.2.1.Préparation d’inoculum bactérien 

La préparation des suspensions bactériennes à partir des cultures jeunes 18h. 

Elles se mélangées avec l’eau physiologique et standardisées à l’échelle de 0,5 Mac 

Farland, suivi d’une lecture spectrale à une longueur d'onde de 625nm (Bekhichi et 

al., 2008). 

II.2.2.2.Evaluation de l’activité antibactérienne  

 Le pouvoir antibactérien des deux extraits aqueux et éthanoliques du Thymus 

vulgaris a été évalué contre deux souches bactériennes à Gram positif du 

Staphylococcus aureus (référencée ATCC 25923, isolée). Laboratoire d’hygiène et 

pathologie animal, Université IBN KHALDOUNE –Tiaret- par la méthode 

d’imprégnation des disques (Balouiri et al., 2016) à une concentration de (6.25mg 

/ml)  

  II.2.2.3. Méthode de diffusion sur disques 

   L’utilisation de la méthode des disques pour évaluer l’activité antibactérienne 

des deux extraits sur les souches testés. 

         Le mode opérationnel effectué de celui de (Mazari et al., 2010) : 

Les suspensions bactériennes (S.aureus I et R) sont standardisées à l’échelle de 

0.5 Mac Farland, puis ensemencées dans des boites de Pétri de gélose Mueller 

Hinton à l’aide d’un écouvillon stérile. Les disques de papiers Whatman (6mm de 

diamètre) sont imbibés dans 10µl de chaque extrait aqueux et éthanolique de la 

plante étudiée à une concentration de (6.25mg /ml) et autre pour le solvant (eau 

distillée, éthanol) considéré comme un témoin. Le dépôt du disque est réalisé avec 

une légère pression sur la gélose ensemencée. L’incubation des boites pétri à 37°C 

pendant 24h afin de la diffusion d’extrait durant 2h à une température de 4°C. 
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Enfin, Les zones d’inhibitions sont déterminées en millimètre à l’aide d’un pied à 

coulisse. (Figure N°05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                      

 

 

 

 

 

 

      

 

     

 

 

 

 

 

 

4. Mesurer les zones d’inhibitions. 

 

3. Déposer les disques  

 

2. Imbiber les disques 

 

1. Ensemencer l’inoculum bactérien 
repiqué et standardisé. 

Incubation 24h à 37°C 

Figure N°05 : Digramme représentatif d’activité antibactérienne 
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II.2.3 Evaluation de l’activité antibiofilm  

II.2.3.1. Évaluation de la capacité des souches à former un biofilm 

II.2.3.1.1. Technique de Rouge Congo  

L’évaluation de la capacité de S.aureus I et R (ATCC 25923) de former un 

biofilm a été établi par la technique de Rouge Congo. 

Le protocole expérimental suivi est celui de (Sultan et al.,2019) avec quelque 

modification : 

 Couler les boites avec gélose nutritive à 5% de saccharose, plus 0.08mg/ml de 

Rouge Congo et laissées à se solidifier)  (Annex VII). 

 Ensemencement des souches bactériennes et incubation à 37 °C pendant 24h. 

  Les colonies noires indiquent la production de biofilm et les colonies rouges 

représentent les souches non productrices.  

II.2.3.2.Activité anti-biofilm 

Les deux extraits aqueux et hydroéthanolique à 80% de T.vulgaris ont été testés 

sur les souches productrices de biofilm afin de leurs sectionnements.  

L’activité anti-biofilm a été déterminée par l’application de la méthode de Cristal 

Violet pendant deux phases de déroulement de biofilm : 

a) Inhibition de la formation de biofilm après 5j. 

b) Destruction de biofilm après 5j de production. 

II.2.3.2.1.L’inhibition de la formation de biofilm après 5jour 

 La préparation des 4 séries de 8 dilutions des extraits aqueux et hydro-

éthanoliques de la plante dans un bouillon nutritif glucosé (6.25 ; 3.12 ; 1.56 ; 0.7 ; 

0.39 ; 0.19 ; 0.09 :0.045mg/ml), suivie de l’ajout d’un volume égal de suspension 

bactérienne standardisée à 0.5Macfarland dans chaque tube. Incubation de chaque 

série pendant 5j. 

 Après incubation : 

1) Vider les tubes. 

2) Lavage trois fois avec l’eau distillée. 

3) Séchage. 
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4) Traitement avec Cristal Violet à 1% pendant 30min)  (Annex VII ). 

5) Lavage des tubes avec l’eau distillée pour l’élimination de l’excès de colorant. 

6) Remplir les tubes avec solution alcoolique (éthanol à 95%). 

7) Lecture spectrale à625nm afin de déterminer le pourcentage d’inhibition 

(Famuyide et al., 2019 ; Sofy et al., 2020). 

La mesure de pourcentage d’inhibition de formation de biofilm a été déterminée avec 

la formule suivante : 

 

 

Dont : 

 Témoin exprime la souche bactérienne seulement.  

 Echantillon exprime les deux extraits de la plante plus la souche bactérienne. 

 

II .2.3.2.2.Distruction de biofilm après 5jours de production 

 Remplir 4 séries de 8 tubes stériles avec un volume égale de 2ml de 

suspension bactérienne standardisée, laissée incuber pendant 5j à 37°C. A la fin de la 

période d’incubation, l’ajout de 2ml des extraits (séries de dilutions) dans chaque tube 

.Enfin l’incubation pour une seconde fois à 37°C pendant 24h. 

La détermination de pourcentage de destruction de film biologique produit par 

S.aureus l’une isolée et d’autre référenciée ATTC par l’application de même 

procédure concernant la technique de Cristal Violet (Olawuwo et al., 2022). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

[(DO Témoin – DO Echantillon)/DO Témoin]  × 100 
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Traitement avec Cristal Violet 
Rincer et remplir les 

tubes par Cristal Violet 

L’ajout de l’extrait+ incubation 24h à 37C 

Incubation 5j à 37° C 

Repiquage des souches    

Standardisation à 0.5 Macfarland. 

Prévention   

L’ajout de la souche +l’extrait 

Destruction   

L’ajout de la souche seulement 

      Rinçage de C.V et 
Traitement par Alcool à 95% 

pendant 15min 

La lecture spectrale à 625nm. 

Figure N°06 : Diagramme des étapes de l’activité anti-biofilm . 
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Analyses statistiques 

Dans notre étude, tous les résultats sont exprimés en moyenne ± écart-type. 

Les résultats ont été traités statistiquement à l'aide de Microsoft Excel 2016.
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III.1.Analyse phytochimiques  

III.1.1Rendement d’extraction  
Les résultats des rendements obtenus à partir des extractions aqueuses et 

hydro-éthanoliques de la partie aérienne de T. vulgaris sont présentés dans la figure 

N°07. Le rendement maximal est de 14,03 % pour l'extrait hydro-éthanolique et de 

10,66% pour l'extrait aqueux. )  (Annex II ) 

 

Figure N°07 : Pourcentage de rendement d’extraction des extrait aqueux et 
hydroéthanolique 80% de Thymus vulgaris . 

Nos résultats montrent que les extraits éthanoliques de T. vulgaris fournissent 

des rendements plus élevés que les extraits aqueux. Ceci est cohérent avec les travaux 

de Mohammedi et al. en 2011, qui ont démontré que l'extrait hydroéthanolique est 

considéré comme un meilleur solvant d'extraction.   

Par contre, les résultats de la recherche d'Elsherif et al., en  2023, montrent 

que l'extrait éthanolique de T. vulgaris a un faible rendement comparé à l'acétate 

d'éthyle, à l'extrait aqueux et au chloroforme. 

D'autre part, des recherches plus approfondies sur les différents extraits de T. 

vulgaris révèlent que l'extrait méthanolique fournit un rendement maximal par rapport 

à l'extrait d'éther diéthylique et à l'extrait d'acétate d'éthyle (Yassin et al., 2022).  
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Alkufeidy et al.en 2022 révèlent que la polarité de l'extrait éthanolique est plus élevée 

que celle de l'extrait aqueux.  

Le haut rendement de l'extrait d'hydroéthanolique est dû à la polarité du 

solvant, et la combinaison du solvant organique et de l'eau permet l'extraction des 

composés solubles (Do et al.,2013 ;Safdar et al.,2016). 

III.1.2. Screening phytochimique 

Les résultats acquis (Tableau N°02), révèle la présence de flavonoïdes, 

terpénoïdes, glycosides cardiaques, mucilages, tanins, stéroïdes et alcaloïdes pour 

l’extrait éthanolique et aqueux, et l'absence de saponines et d'anthocyanes pour 

l'extrait éthanolique. )  (Annex II ) 

Tableau N03 :Screening phytochimiques des extraits et hydro-éthanolique de 
T.vulgaris 

Extraits 

Substances bioactives  

Extrait 

Aqueux 

Extrait 

éthanolique à 80% 

Saponines + - 

Flavonoïdes + + 

Terpénoides + + 

Glycosides cardiaques + + 

Mucilage + + 

Tanin - + 

Anthocyanes - - 

Stéroïdes - + 

Alcaloïdes Bouchardat + Bouchardat + 

 

+ Résultat Positif, - Résultats Négatif. 
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Quresh et ses chercheurs en 2022 ont démontré que l'extrait aqueux de thym 

était riche en saponines et en flavonoïdes. 

Par ailleurs, d'autres travaux montrent que l'extrait hydroéthanolique à 70% de 

T. vulgaris révèle la présence d'alcaloïdes, de glycosides, de flavonoïdes, de 

saponines, de tanins (Shaban et al., 2015). 

En revanche, La présence de terpénoïdes, de tanins et de flavonoïdes avec 

l'absence d'anthocyanes et d'alcaloïdes pour l'extrait éthanolique et aqueux de T. 

lanceolatus (Benbelaïd et al., 2013). 

Des travaux antérieurs ont indiqué la présence de phénols, de flavonoïdes, de 

stéroïdes et de saponines, tandis que des alcaloïdes n'ont pas été détectés dans l'extrait 

aqueux de T. vulgaris (Qureshi et al., 2022). 

Le criblage phytochimique des différents extraits de T. vulgaris a révélé la 

présence de flavonoïdes et de tanins (Tamert et al.,2017). Parallèlement, en 2023, 

Elsherif et al. réaliseront un screening phytochimique des différents extraits (éthanol, 

aqueux, acétate d'éthyle et chloroforme) de T. vulgaris en démontrant la présence 

d'alcaloïdes, de flavonoïdes, de coumarines et l'absence de stéroïdes, de saponines et 

de glycosides. 

En 2023, Selim et al. rapportent que l'extrait alcoolique de T. vulgaris se 

compose de terpénoïdes, de stéroïdes, d'alcaloïdes, de saponines et de flavonoïdes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Résultats et Discussion   

 Page 28 
 

III.1.3. Dosage des polyphénols totaux  

Le contenu total en polyphénols des extraits aqueux et éthanoliques de 

T.vulgaris montre que l'extrait éthanolique a une concentration importante 

(14,61±2,17 mg EAG/g) par rapport à celle de l'extrait aqueux (8,427±0,82 mg 

EAG/g). 

 

Figure N°08 : Le taux de polyphénols totaux des extraits aqueux et hydro-
éthanoliques (80%) de T. vulgaris 

Nos résultats sont validés par les études d'Eghdami et ses collaborateurs en 

2013, qui rapportent que les extraits éthanoliques (50%) et méthanoliques (50%) 

révèlent une teneur importante en polyphénols de 32,34±2,63 et 23,34 ±1,3 mg 

EAG/g comparativement à ceux obtenus par l'extrait méthanolique de 5,82±0,42 mg 

EAG/g. 

En 2018, Amamra et al, ont réalisé une étude comparative de la capacité 

d'extraction de différents solvants pour extraire les polyphénols de T. vulgaris, 

montrant que l'extrait méthanolique (270,9 ± 1,19 µg EAG/mg) était suivi par l'acétate 

d'éthyle (221,48 ±0,71 µg EAG/mg), le chloroforme (166,71 ±1,19 µg EAG/mg), et 

l'extrait aqueux (97,11 ± 2,83 µg EAG/mg). 

En effet, la teneur en polyphénols varie de 27,36 à 50,22 mg EAG/g pour T. 

pulegioides, et de 28,58 à 59,62 mg EAG/g pour T. serpyllum (Vergun et al., 2022). 
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Le contenu polyphénique de l'extrait de T. vulgaris atteint de 356±9,79 mg 

EAG/mg (Ramchoun et al., 2009). Par ailleurs, les extraits aqueux et éthanoliques du 

Thym turc étaient respectivement de 256,0 et de 158,0 μg EAG/mg (Köksala et al., 

2016).  

Plusieurs paramètres peuvent expliquer ces écarts, notamment la région 

géographique, l'espèce végétale, la température, l'exposition au soleil, les conditions 

d'extraction, le type de solvant et sa polarité (El-Bondkly et al., 2022; Fadili et 

al.,2015). 
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III.1.4.Dosage flavonoïdes 

La teneur en flavonoïdes de chaque extrait est présentée dans la figure N°09, 

elle atteint une valeur maximale pour l'extrait éthanolique (80%) de 13,08±0,02 mg 

EQ/g et l'extrait aqueux est de 3,35±0,02 mg EQ/g. 

 

Figure N° 09 : Dosage des flavonoïdes des extraits aqueux et éthanoliques (80%) de 
T. vulgaris 

Ces résultats sont confirmés à celui obtenu par Eghdami et al, en 2013 qui ont 

révélé que les extraits éthanoliques (50%), méthanolique et hydrométhanolique (50%) 

de T. vulgaris représentaient une teneur en flavonoïdes de 14,30±1,14 ; 4,303± 0,05 et 

13,12±1,03 mg EQ/ g.  

Les résultats du dosage des flavonoïdes sont en harmonie avec ceux trouvés 

par Zeghad et Merghem, 2013, révélant que l'extrait de T. vulgaris L. représente un 

taux de 8,56 ± 0,001 mg EQ/ g. 

La teneur en flavonoïdes de l'extrait éthanolique de T. vulgaris est de 

120,6±1,316 mg ER/g, celui du méthanol de 100,3±1,132 mg ER/g, celui de l'acétate 

d'éthyle de 165,7±1,521 mg ER/g et celui d'aqueux de 10,58±0,145 mg ER/g (Aouam 

et al., 2019). 

En 2023, Mokhtari et al., ont déclaré que l'extrait aqueux de T. vulgaris 

contenait une quantité de flavonoïdes équivalente à 3.87 mg EQ/g. 

0

2

4

6

8

10

12

14

EETH EAQU

F
la

vo
no

id
es

 m
g 

E
Q

/g

EETH

EAQU



Résultats et Discussion   

 Page 31 
 

Par contre nos résultats ne sont pas cohérents avec d'autres travaux publiés qui 

indiquent que l'extrait aqueux de T. vulgaris de 07.63 ± 0.08 μg EQ/ mg (Amamra et 

al., 2018). Pour leur part, Köksala et al, 2016, montrent que l'extrait éthanolique de T. 

vulgaris a fourni une teneur de 44,2 μg EQ /mg suivi de l'extrait aqueux de 36,6 μg 

EQ /mg. 

III.2.1. Analyses biologiques 

III.2.1.1.Activité antioxydante  

L'activité antioxydante des extraits aqueux et de l'éthanol (80 %) a été 

déterminée par la méthode DPPH, qui fait apparaître une couleur jaune lors du 

piégeage des radicaux libres de DPPH (Hidalgo et al.,2010). )  (Annex V ) 

Les résultats du pouvoir antioxydant des deux extraits sont illustrées dans la 

figure N°10, exprime que le pourcentage d’inhibition des radicaux libres DPPH à 

50% pour acide Ascorbique, l’extrait aqueux et éthanolique de T.vulgaris était  de 

0,03 , 0,01  et 0,10 mg/ml respectivement .  

 

Figure N°10: IC50 (mg/ml) d’A.ascorbique, Extrait éthanolique et aqueux de T. 
vulgaris 

Ces résultats sont semblables à ceux obtenus par El-Guendouz et al., 2019, 

qui montrent que l'extrait de T. vulgaris a la capacité de piéger 50% des radicaux 

libres DPPH à une concentration de 93 µg/ml.  Parallèlement, Alnasser et al., 2023 

rapportent le pouvoir antioxydant de l'extrait éthanolique de T. vulgaris en piégeant 

les radicaux libres DPPH avec un pourcentage de 92%. 
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En 2023, Mokhtari et al. ont réalisé une étude comparative sur la capacité des 

plantes à piéger les radicaux libres DPPH, en révélant que la concentration suffisante 

pour inhiber 50 % des radicaux libres DPPH dans l'extrait de Thym et la combinaison 

entre le thym et la sauge était respectivement de 69,39 et 55,51 μg/ml. 

On a observé le potentiel de piégeage du radical DPPH maximal dans l'extrait 

de T. vulgaris, avec 83,09 % (Alrasheed et al., 2023). 

En effet, des études ont montré que le potentiel antioxydant est influencé par 

divers paramètres, notamment la méthode de stockage des plantes, la méthode 

d'extraction, la période et le temps ( Pop et al., 2020 ; Benchabane et al., 2015). 

Nos résultats montrent que l'extrait aqueux a une capacité de piégeage des 

radicaux libres DPPH plus élevée que celle de l'extrait éthanolique. Cette activité peut 

être attribuée à la forte teneur en saponines de l'extrait aqueux. D'ailleurs, ces 

molécules ont une forte activité antioxydante qui repose sur leur capacité à piéger les 

radicaux libres (Chen et al., 2014). 

Les extraits de saponine ont une activité antioxydante plus importante en 

comparaison avec les extraits d'acide ascorbique (Amnay et Ouriagli, 2022). D'autres 

études ont mis en évidence l'effet antioxydant des saponines d'origine végétale 

(Olusola et al., 2020). 

En outre, plusieurs études ont affirmé que la teneur en composants 

phénoliques et flavonoïdes de T.vulgaris représente un pouvoir antioxydant naturel 

(Shakeri et al., 2024 ; Taira et al., 2015).  

Les antioxydants d'origine végétale, en particulier les polyphénols, ont des 

effets bénéfiques sur la santé humaine en aidant à combattre le stress oxydatif et ses 

effets indésirables ( Aquino et al., 2024). 
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III.2.2.Activité antibactérienne  

 L’évaluation de l’activité antibactérienne des deux extraits aqueux et 

hydroéthanolique (80%) a été déterminer par des zones d’inhibitions (mm)( 

Figure N°11).   

 

 

 

 

 

 

 

Selon nos résultats, l'extrait éthanolique (80%) a réagi positivement sur les 

souches bactériennes testées avec des zones d'inhibitions de 12,64 et 13,01mm contre 

S. aureus R et I respectivement. En revanche, l'extrait aqueux n'a montré aucun effet 

antibactérien contre les souches testées. )  (Annex VII ) 

 

Figure N°12  : Activité antibactérienne d’extrait éthanolique T. vulgaris. 
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Figure N°11 : Zones d’inhibitions (mm) d’extrait éthanolique de T. 
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Ces résultats sont confirmés par les travaux de Yakhlef et al. en 2011. Ceux-ci 

montrent que les extraits bruts de T. vulgaris exercent une activité antibactérienne 

contre sept souches pathogènes, dont S. aureus. 

Pour déterminer la sensibilité des souches bactériennes, on observe la présence 

d'une zone d'inhibition circulaire autour du disque, indiquant l'absence totale de 

croissance bactérienne (Bouhdid et al., 2006).  

En 2022, Al-Shuneigat et al. ont rapporté dans leur étude que les huiles 

essentielles de T. vulgaris étaient plus efficaces contre diverses souches bactériennes.  

D'autres études confirment que les huiles essentielles de T.vulgaris sont très 

efficaces contre une variété de micro-organismes, dont certains à Gram positif ( 

Dardona  et al.,  2024). 

Par ailleurs, d'autres chercheurs soulignent que les souches bactériennes à 

Gram positif sont plus sensibles que les souches à Gram négatif, en raison de la 

structure de leur membrane, qui a la capacité d'agir comme une barrière pour les 

molécules bioactives (Trigui et al., 2013).   

L'activité antibactérienne des extraits de thym vis-à-vis Staphylococcus 

aureus, a également montré la capacité d'inhibition de tous les différents extraits par 

des diamètres d'inhibition variables (Mokhtari et al., 2023 ; Fayad et al., 2013). 

Le potentiel antimicrobien des extraits végétaux de T. vulgaris peut dépendre 

du solvant, de leur concentration, métabolites secondaires et de la souche bactérienne 

(Belali et al.,2022;  Kasmi et al.,2017). 

Les extraits des plantes possèdent des composés bioactives ayant des activités 

antibactériennes ( Szilvassy et al.,2013). 

Les métabolites secondaires issus des extraits de plantes médicinales 

détruisent les membranes des cellules bactériennes en interagissant avec leurs 

composants, entraînant une perte de contrôle de la pression osmotique et des fuites 

dues à la perméabilité à la concentration (Malo et al.,2005). 
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III.2.3 Evaluation de l’activité antibiofilm  

III.2.3.1. Technique de Rouge Congo  

La capacité de formation de biofilms de la part de deux souches de S. aureus, l'une 

isolée et référencée "ATCC", a été évaluée par la méthode du rouge Congo en gélose 

nutritive. Les résultats sont exprimés par la couleur : colonies noires sur gélose noire 

et colonies noires sur gélose rouge.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Les résultats obtenus sont validés par les travaux de Salah et al., 2022 ; 

Neopane et al, 2018, qui révèlent que les S. aureus isolés sont capables de former des 

biofilms. De plus, une autre étude de Hiltunen et al, 2019, rapporte que la souche de 

référence S. aureus ATCC 25923 a la capacité de former des biofilms.   

En parallèle, des recherches révèlent que la production de biofilms par S. 

aureus sur milieu Rouge Congo se traduit par l'apparition de colonies noires (Usun et 

al., 2022). Cette couleur noire indique la réaction entre le Rouge Congo et les 

Exopolysaccharides (EPS) (Sultan et al., 2019).  

Le biofilm est constitué de structures résistantes appelées substances 

polymériques extracellulaires (EPS), considéré en tant qu'agent de virulence (Quresh 

et al., 2022 ; Muhsin et al., 2018). 

 

 

A B 

FigureN°13 : Phénotype de la production de biofilm sur RCA  

A) : S.aureus I ; B) : S.aureus R 
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Figure N°14 : Traitement par le Cristal Violet. 

 A) : Extrait éthanolique /S.aureus R ; B) : Extrait aqueux / S.aureus R. 

 III.2.3.2. Activité antibiofilm  

III.2.3.2.1.Inhibition de la formation de biofilm après 5j 

 L'efficacité des extraits aqueux et éthanoliques de T.vulgaris pour inhiber la 

formation de biofilms produits par des S. aureus isolés et référencés a été déterminée 

par la méthode Cristal Violet (Zhenbo et al.,2016), par la mesure de la biomasse via 

un spectrophotomètre afin de quantifier la masse du biofilm grâce à la liaison entre le 

colorant et les exopolysaccharides (EPS) (Borowicz et al.,2023). 

 

 

 

 

 

Les résultats obtenus ont révélé un pourcentage significatif d'inhibition de la 

production de biofilm de S. aureus R de (99,29±0.00 et 47,5±0.00%) et de 

(97,79±0.14 et 42,33±0.29 %) pour les extraits éthanoliques et aqueux respectivement 

à une concentration de 6,25 mg/ml et de 3,12 mg/ml, 92,82± et 33,75±% 

(1,562mg/ml), 78,14 et 20,08±% (0,781 mg/ml) et 32,75± et 15,08±% (0,39 mg/ml). )  

(Annex VIII ) 

En outre, la capacité des extraits éthanoliques et aqueux de T.vulgaris à 

empêcher la formation du biofilm de S. aureus I était de 99,54± et 50,84±% à une 

concentration de 6,25 mg/ml, puis à 96,55±0.13 et 34,7±0.24% (3,12 mg/ml), 

89,88±0.01 et 29,77±0.12% (1,562mg/ml),  78,26± et 24,92±0.25% (0,781 mg/ml) et 

47,83± et 17,22±0.12% (0,39 mg/ml). 
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Figure N°16 : Pourcentage d'inhibition de formation de biofilm par les 
deux extraits de T.vulgaris 

Figure N°15 : Pourcentage d'inhibition de formation de biofilm par l'extrait 
éthanolique de T.vulgaris. 
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Ces résultats obtenus montrent que le pourcentage d’inhibition dépend sur la 

nature du solvant et leur concentration, Ceci est confirmé par les travaux de 

Mohsenipour et Hassanshahian, 2015, montrent que les effets inhibiteurs des 

extraits de T. vulgaris sur les structures du biofilm sont significatifs en fonction du 

type de bactérie, du type de solvant et de la concentration de l'extrait. 

Par ailleurs, d'autres auteurs signalent que l'extrait et l'huile essentielle de T. 

vulgaris L. permettent de réduire de manière significative le biofilm formé par S. 

mutans et S. aureus (Oliveira et al., 2017). 

En 2024, Oalđe et al., indiquent que le niveau global le plus élevé d'inhibition 

de la formation de biofilms a été obtenu avec des extraits de plantes appartenant à la 

famille des Lamiacées, dont M. officinalis, M. piperita, R. officinalis, S. montana, T. 

chamaedrys, T. montanum, T. serpyllum et T. vulgaris. 

En revanche, le traitement de biofilms formés par des staphylocoques à l'aide 

d'un extrait aqueux de thym a entraîné une réduction du nombre de cellules adhérentes 

et une inhibition de la formation du biofilm (Qureshi et al., 2022). 

III.2.3.4.2.Destruction de biofilm après 5jours de production  

La capacité des extraits aqueux et hydro-éthanolique 80% de T.vulgaris de 

détruire le biofilm synthétisé pendant 5 jours. 

D’après nos résultats l’extrait hydro-éthanoliques 80% possède une forte 

activité de dégradation du biofilm formé dans une période de 5 jours par S.aureus I et 

R avec des taux significatifs atteint (94,29± 0,14 % à 6,25 mg/ml et 86,54± 0,14% à 

3,125mg/ml  et 80,99± 0,23 % à 1,562 mg/ml et 53,05 ±0,00% à 0,781mg/ml) et 

(95,19± 0,00 % à 6,25 mg/ml et 93,19± 0,28% à 3,125mg/ml  et 89,42 ± 0,00 % à 

1,562 mg/ml et 69,79±0,14% à 0,781 mg/ml) respectivement. 
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Figure N°17 : Destruction de biofilm par l'extrait éthanolique de 
T.vulgaris 

Figure N°18 : Destruction de biofilm par l'extrait aqueux de T.vulgaris. 
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On outre, la capacité  de l’extrait aqueux de  T.vulgaris  à détruire  le biofilm  

formé par  S.aureus I et R durant  5 j  d’incubation a représenté dans des pourcentages 

atteints  (41,50± 0,08% à 6,25 mg/ml et 43,37± 0,30% à 3,125mg/ml  et 34,48± 0,09 

% à 1,562 mg/ml et 24.10 ±0.21% à 0,781mg/ml) et (50,99 ± 0.00 % à 6,25 mg/ml et 

35,96± 0,00% à 3,125mg/ml  et 28,33 ± 0,25 % à 1,562 mg/ml et 19,54±0.00% à 

0.781 mg/ml) respectivement. Nos résultats sont validés par les travaux de Nostro et 

al, 2016, montrant l'efficacité des huiles essentielles de Thymus vulgaris pour 

éradiquer les biofilms produits par S. aureus. 
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Les métabolites secondaires de T. vulgaris exercent un effet antibiofilm (Liu 

et al.,2013).   

            En 2017, les chercheurs ont évalué la composition chimique des huiles 

essentielles de différentes espèces de thym, suggérant leur potentiel dans la lutte 

contre les biofilms microbiens (Silva et al.,2017). 

 La recherche de Rasteiro et ses collègues, en 2014, a mené une étude sur l'efficacité 

de l'huile essentielle de T. vulgaris et en combinaison avec des antibiotiques contre les 

biofilms de Staphylococcus aureus, ce qui a montré des effets significatifs de l'huile 

essentielle sur la biomasse du biofilm et la viabilité bactérienne. 

   En outre, plusieurs études indiquent que les huiles essentielles de T. vulgaris 

inhibent de manière significative la formation de biofilms produits par S. mutans 

(Khan et al.,2017 ; Martins et al.,2012 ; Faria et al.,2011).
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La formation de biofilms contribue au développement de mécanismes de 

résistance aux différentes classes d'antibiotiques chimiques et cela représente des 

problèmes pour la santé humaine, nécessitant la recherche de solutions et 

d'alternatives d'origine naturelle. 

Les substances bioactives présentes dans les plantes médicinales, en particulier 

T. vulgaris, agissent en perturbant la formation de biofilms bactériens, offrant ainsi 

une alternative thérapeutique naturelle efficace, et leur utilisation peut contribuer à 

réduire la prévalence des infections associées aux biofilms.  

 Dans le cadre de cette étude, nous avons effectué plusieurs analyses sur 

l'extrait aqueux et l'extrait hydroéthanolique à 80% de T. vulgaris, notamment un 

criblage phytochimique pour détecter la présence de substances bioactives et pour 

évaluer l'activité antioxydante et l'activité antibactérienne contre S. aureus.  

Isolée du lait contaminé, ainsi que l'activité antibiofilm contre le biofilm 

produit par les deux souches bactériennes. 

 Le rendement des résidus secs obtenus à partir des extraits aqueux et hydro-

éthanoliques à 80 % de la plante T. vulgaris était respectivement de 10,66 % et 14,03 

%. 

Le criblage phytochimique indique que l'extrait aqueux de T.vulgaris est riche 

en saponines, flavonoïdes, terpénoïdes, glycosides cardiaques, mucilages et 

alcaloïdes, tandis que l'extrait d'hydroéthanol à 80 % montre la présence de 

flavonoïdes, Les teneurs en polyphénols et en flavonoïdes enregistrées dans l'extrait 

éthanolique de T. vulgaris sont élevées (14,61 mg EAG/g et 13,08 mg EQ/g) par 

rapport à celles de l'extrait aqueux (8,42 mg EAG/g et 3,35 mg EQ/g) respectivement. 

D'autre part, l'activité antioxydante de l'extrait aqueux de T. vulgaris était 

significativement plus élevée que celle de l'extrait éthanolique, avec des valeurs IC50 

de 0,01 et 0,10 mg/ml. En effet, l'activité antibactérienne de la plante montre une 

inhibition de 80% de l'extrait éthanolique contre les S.aureus isolés et référencés, avec 

des zones d'inhibition de 12,64 et 13,01mm contre les S.aureus R et I respectivement. 

En outre, l'évaluation de l'activité antibiofilm par la méthode du cristal violet a 

établi une forte capacité de l'extrait d'hydroéthanolique à 80 % de T.vulgaris à inhiber 
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la formation et à détruire le biofilm produit par S. aureus référencé et isolé, tandis que 

l'extrait aqueux a montré une capacité relativement faible à lutter contre le biofilm. 

En conclusion, notre étude met en évidence la capacité des extraits de T. 

vulgaris à être utilisés comme agents antibactériens et anti-biofilm contre 

Staphylococcus aureus. Cette découverte ouvre de nouvelles perspectives pour la 

création de traitements alternatifs basés sur des composés naturels pour lutter contre 

les infections bactériennes.
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Figure N° 01 : A) Broyeur, B) Tamis. 

 

 

 

 

 

 

Figure N °02 : La poudre de Thymus vulgaris broyée et tamisée.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure N °03 : A) Filtration , B) Évaporation .C) Grattage . 

 

 

 

 

 

Figure N °04: Résidu sec de l’extrait hydroéthanolique et l’extrait aqueux. 
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Figure N °05: Screening phytochimique des extraits aqueux et éthanolique 80% de 
T.vulgaris . 



Annexe II                                                                              Analyses phytochimiques 

 

 Page 59 
 

 

Figure N °06: Dosage des Polyphénols totaux  

 

Figure N °07: Dosages des Flavonoïdes .
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Figure N °08 : Courbe d’étalonnage d’acide gallique . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figure N °09 : Courbe d’étalonnage d’acide Ascorbique . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figure N °10 : Courbe d’étalonnage de la Quercétine.
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Figure N °11 : Activité antioxydante par méthode DPPH . 

A :Extrait éthanolique 80%.       B : Extrait aqueux.    C : Acide Ascorbique.
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Figure N °12 : Aspect microscopique de Staphylococcus aureus  . 

 

 

 

 

 

 

 

Figure N °13 : Aspect macroscopique de Staphylococcus aureus  . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure N °14 : Activité antibactérienne des extraits aqueux et éthanolique à 80% de 
T.vulgaris.
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 Figure N °15 : Couler les boites avec gélose Rouge Congo   . 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figure N °16 : L’ajout d’extrait sur la souche après 5j d’incubation . 

 

 

  

 

 

 

 

 

Figure N °17 : Traitement avec Cristal Violet.
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Figure N °18 : Inhibition de l’extrait hydroéthanolique de T.vulgaris de formation de 
biofilm formé par S.aureus I et R 

Figure N °19 :Pouvoir antibiofilm de l’extrait aqueux de T.vulgaris vis-à-vis 
S.aureus I et R .
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Milieux de culture liquides 

 Bouillon nutritif 

Peptone…………………………………………………………………………………... 15,0 g 

Extrait de leveur………………………………………………………………..………..…3,0 g 

Chlorure de sodium…………………………………………………………….……….… 6,0 g 

D(-) glucose…………………….……………………………………………..…..……….1,0 g 

Eau distillée…………………………………………….……………………………… 1000 
ml 

Milieux de culture solides 

 Gélose nutritive 

Peptone...……………………………………………………… ….………………. 15 
g 

Extrait de viande…………………………………………………….…...………… 10g 

Extrait de leveur…………………………………………………….……….…..…. 
02g 

Chlorure de sodium…………………………………………………….…….…….. 
05g 

Agar………………………………………………………….…….……….……… 20g 

Eau distillée……………………………………………………….….……..… 1000ml 

 

pH= 6,8 ± 0,2 à 25 °C. 

Stérilisation à l’autoclave à 121± 1 °C pendant 15 minutes. 

 Gélose Chapman 

Extrait de viande (bovin au porcin)…………..……………………………...…….. 1g 

Peptone de caséine et de viande (bovin et porcine)………………………………. 10g 

Chlorure de sodium……………………………………..……………………….... 75g 

Mannitol……………………………………..……………………………………. 10g 

Agar…………………………………………..…………………………………… 15g 

Rouge de phénol………………………………...……………………..……….. 0,025g 

pH=7,6 

 Gélose Muller Hinton 

Peptone ………………………….............................................................................10g 
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Extrait de levure …………………………………….……………………….….….05g 

Chlorure de sodium…………………………………………………………………05g 

Glucose…………………………...............................................................................01g 

Agar………………………………………………………………...……………….15g 

Eau distillée………………….………………………………………………….1000ml 

pH non précisé ajouté à 7,0. 

Stérilisation à l’autoclave à 118 °C pendant 15 minutes. 

 Rouge Congo Agar 

Eau distillée……………………………………………………………..…….. ...100ml 

Agar…………………………………………………………….………………..... 3.7g 

Rouge Congo…………………………………………………………...………... 0,08g 

Saccharose ………………………………………………….………………...…..… 5g 

pH=6,8-7,4 

 Réactif de Bouchard (Chenni. 2010): 

 Iode……………………………………...02g 

Iodure de potassium …………………....02g 

Eau distillé……………………………...100ml 

 Eau physiologique 

Eau distillée……………………………………………………………..…….. .1000ml 

Nacl : ……………………………………………………….……………………….9 g 

 


