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Introduction
oencrale




Itoduction générale

A toute époque, L’homme est considéré comme 1’étre vivant le plus puissant de la
nature, mais reste menacer par d’autres vivants qui peuvent lui causes des épidémies voir la
mort. A fin de se défendre, il a utilisé depuis longtemps des plantes possédant des pouvoirs

curatives, ce sont les plantes médicinales.

D’aprés I’O.M.S (2002), en Afrique, en Asie et en Amérique latine, différents pays
font appel a la médecine traditionnelle pour répondre a certains de leurs besoins au niveau des
soins de la santé¢ primaire. En Afrique jusqu’a 80% de la population a recoure a cette

médecine ; médecine complémentaire dans les pays industriels.

Selon ’O.M.S (2013), la médecine traditionnelle s’accélére fortement dans les pays,
car c’est la somme des connaissances utilisées dans la préservation de la santé ainsi que la

prévention et le traitement des maladies.

De nos jours environ 1000 especes de plantes médicinales sont utilisées sous divers
formes, 300 espéces dans la préparation pharmaceutique et 700 especes utilisées directement
tel que tisanes, extraits et teintures (FRANTSEK, 1992).

Parmi ces plantes, le Thymus vulgaris et 1’Origanum vulgare, ces deux especes font
partie de la famille des lamiacées plantes indigénes du bassin méditerranéen. Ces plantes
vivaces répandues en Algérie, possédent un principe actif avec des propriétés curatives, c’est
I’huile essentielle. Qui est une substance odorante concentrée, volatile possédant des vertus

thérapeutiques soit antibactérien, antifongique ou bien antioxydant.....

A fin de valoriser les H.Es de ses deux plantes estimant leurs efficacités contre des

bactéries trés en fréquenté par ’Homme, on a accompli ce modeste travail.

Dans un premier chapitre, on a présenté des généralités sur les plantes spontanées
utilisées, les généralités sur les huiles essentielles pour mieux les connaitre, sont énumérées

au niveau du chapitre 2.



Les informations relatives a la zone d’étude feront 1’objet du chapitre 3, matériels et
méthodes sont détaillés dans le chapitre 4 et les résultats et discussion sont couronnés dans le

chapitre 05.

En finalisant ce présent travail par une conclusion estimant qu’elle répand a 1’attente

de connaitre les utilités de ses plantes.



bibliographique






1. Généralité sur les plantes spontanées utilisées
1.1 Introduction

Les plantes aromatiques constituent un groupe numériqguement vaste, de plantes
économiquement importantes. Elles contiennent des composants actifs utilisés dans le

traitement de divers maladies. Outre leurs utilisations comme remeédes directs.

De nos jours quelques 300 espéces de plantes médicinales et aromatiques sont utilisées

dans le monde entier pour des préparations pharmaceutiques. Outre leur valeur médicinale.

La médecine populaire base couramment sur des centaines d’espéces de plantes
médicinales indigénes qui couvrent pratiqguement toute la gamme des maladies courantes, bon
nombre d’entre elles sont récoltés dans la nature (FRANTSEK, 1992).

Parmi ces plantes les labiées qui comprennent environ 260 genres répartis sur plus de
6500 -7000 espéces dont I’aire de répartition est extrémement étendue, mais elles sont
particulierement abondantes dans la région méditerranéenne : les thyms, les lavandes, les
romarins, les origans... (CRETE, 1965 ; SPICHIGER et al., 2004) qui caractérisent la flore
des garrigues. Cette famille est rare dans les régions arctiques (GUIGNARD, 1994).

1.2. Thym

Le thym est un élément caractéristique de la flore méditerranéenne, ses feuilles sont
riches en huiles essentielles, dont les propriétés sont mises a profit en phytothérapie et en
médecine. (MEBARKI , 2010)

Le nom du thym « thymus vulgaris» est dérivé du verbe grec « thio » qui signifie « je
parfume » se trouve sous différents appellations tel que : thym de jardin ou farigoule ou
barigoule ou bien frigoule. (BIANCHINI et CORBETTA, 1975).

Les Egyptiens utilisent I’essence du thym pour embaumer les morts (VOLAK et al.,
1983) comme la mentionné déja « Dioscoride »et « Hippocrate » dans leurs écrits, et les
romains 1’on introduit a toute 1I’Europe car il est considéré comme symbole de force

(TEUSCHER et al., 2005 ; RODET,2013).

-



Fig.01: Thymus vulgaris.

1.2.1. Classification botanique

Cette espéce appartient, selon CRETE ,1965 au :

Régne Plantea
Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous-classe Gamopétales
Ordre Lamiales
Famille Lamiacees
Genre Thymus

Espece Thymus vulgaris




1.2.2. Description botanique

Le thym est un sous-arbuste nain fortement aromatique, formant des massifs plus au
moins denses (SCHNEIDER, 2013).

- Des tiges ligneuses a base, pubescentes au-dessus et atteignant 30 a 40 cm de haut, serrés,
gréles, plus ou moins dresses et velus recouverts de feuilles (BELOUED, 2009) ;

- Racine longue et fusiforme ;

- Petites feuilles linéaires, lancéolées, rugueuses ne dépassant pas 1 a 2 cm de long sur 2 a
3 c¢cm de large, dépourvues de pétioles a limbe entier (TEUSCHER et al. ,2005 ;
WOLFGANG,2008 ; SCHNEIDER,2013; MAHBOUBI,2014) decussées, glabres
dessus, blanches poilus dessous et tachetées de glandes. (FRANTSEK, 1992) opposées
par deux sur la tige carrée (SCHNEIDER, 2013) effilées un peu enroulées sur le bords
(BELOUED, 2009) leur face inferieure est feutrée et ponctuée de poils sécréteurs et la
supérieure est marquée par une nervure centrale déprimée, généralement les marges du
limbe sont enroulées sur la surface ventrale, leur face inferieure est feutrée et ponctuée de
poils sécréteurs (FLUCK,1977 ; TEUSCHER et al ., 2005) ;

- Inflorescences en forme d’épi, composées de pseudo-verticilles avec 3 a 6 fleurs poussant
a Iaisselle des feuilles supérieures ;

- Fleurs petites et symétriques réunies en glomérules ; I’ensemble constitue des grappes
terminales feuillées, ces fleurs ont des étamines didymes. Calice velu, hérissé de durs
poils en forme de clochette et bilabié 3 a 4 mm de long, formé de 5 sépales soudés en 2
lévres inégales. Corolle, elle aussi bilabiée, blanche, roses a pourpre foncé ; levre
inferieure a trois pétales ventraux et étalés, la supérieure est plate et bilobée formée de 2
pétales dorsaux et dressés. Les étamines sont saillantes, droites et divergentes, dressées se
terminent par des anthéres brunes, I’ovaire supere comporte deux loges. Les fruits
renferment a maturité 4 minuscules graines (1 mm) brun clair a brun foncé.
(BEZANGER et al ., 1980 ; FRANTSK, 1992 ; TEUSCHER et al ., 2005) ;

- Floraison en mai a septembre.

-



Fig.02 : Fleur du thymus vulgaris.

1.2.3. Ecophysiologie

Il pousse sur des sols secs tels que les versants, les prairies et pentes rocailleuses arides
moyennement montagne (BIANCHINI et CORBETTA,1975; THURZOVA, 1978;
GILLY, 2005 ; SCHNEIDER , 2013) des sols légers et surtout calcaires et acides comme on
le trouve aussi sur sols fertiles argileux mais non affaiblis, il nécessite des endroits ensoleillés
exposition chaude et supporte la sécheresse comme il peut résisté a des températures (-
10C®). Son ar6me est mieux quand il se développe sur les sols pauvres (KRESANEK, 1985 ;
GILLY,2005 ;TEUSCHER et al ., 2005 ).

1.2.4. Récolte

La récolte se fait toute I’année, la premiére en début de floraison et la seconde en
automne mais 1’arome est meilleur entre juin et septembre, la teneur en HE est maximale en
aprés midi (TEUSCHER et al ., 2005 ; SCHNEIDER, 2013) cette derniere concerne les

rameaux, les feuilles et les fleurs, on récolte seulement 10 cm de la longue des rameaux.
1.2.5. Origine et distribution de I’espéce
1.2.5.1. Dans le monde

D’aprés GILLY (2005), le genre thymus est trés diversifié, pour cela son aire de
distribution géographique est tres vaste surtout pour le thymus vulgaris, il est originaire de la

région méditerranéenne occidentale, cultivé comme plante médicinale et aromatique en




Europe centrale et trés répandu en Europ jusqu’a 1500 m d’altitude (FLUCK , 1977 ;
WOLFGANG , 2008 ; MAHBOUBI , 2014) dans la péninsule ibérique du Sud de la France,
de la coté Ouest et Sud de I’Italie ainsi que de la Gréce, le Nord d’Afrique, Espagne, Portugal.
(FRANTSEK , 1992 ; TEUSCHER et al ., 2005 ; RODET, 2013).

Fig.03 : Répartition geographique du thym vulgare dans le monde ( http: //
www.cartograf.fr,2017).

1.2.5.2. En Algérie

Commun dans les régions montagneuses de 1’Algériec (MAHMOUDI) dans les
montagnes de telle (BELOUED, 2009).Le thym vulgare réparties le long du territoire
national, du Nord Algérois a I'Atlas saharien et du Constantinois a I'Oranais, répartie sur tout
le littoral jusqu’a les zones arides (MEBARKI, 2010).

1.2.6. Composition chimique du principe actif

Contient des composantes principales et d’autres tel que les tanins et les saponines et
des principes amers des antiseptiques végétaux et d’autres substances gluosidiques, dans I’'HE
d’un thym d’origine Frangais, la teneure en thymol et Carvacrol atteindra 85%, le p-cyméne
jusqu’a 45%, le linalol, I’d-terpinol, le camphre, le mélange thymol jusqu’a 65% + carvacrol

52410 % (TEUSCHER et al ., 2005).
Les composantes principales

- Thymol : (2-isopropyl-5-méthylphénol) c’est le phénol monoterpénoide, le composant
principal dans le thymus vulgaris, de couleur blanche possédant odeur aromatique et
propriété divers (BUCKINGHAM in IBRAHIM et AKEDI ,2016)
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- Carvacrol : (5-isopropyl -2-méthylphénol) lui aussi est un monoterpénoide phénol présent
dans le thym, ainsi que d’autres plantes aromatiques, parmi ces effets biologiques :anti-
inflammatoire, antimicrobien (ENOMOTO et al et BEN ARFA et al in IBRAHIM et
AKEDI ,2016).

- Flavonoides : des flavones libres, notamment 1’apigénine, la 6-hydroxylutéoline et la
lutéoline) et d’autres flavanones et flavones méthoxylée accompagnés d’hétérosides
flavoniques plus courants telque la vicénine-2.

- Dérivés de I’acide hydroxycinnamique : principes amers des lamiacées, environ 4 %
avec I’acide rosmarinique (0.8a 2.6%)

- Dérivés de I’acétophénone : 4-hydroxyacétophénone et des hétérosides estérifiés avec
dérivés de 1’acide benzoique.

- Triterpenes : acide ursolique (1.9%), acide oléanolique(0.6%)(TEUSCHER et al ., 2005).

Tableau 01 : Principales composantes d'HE du thym qui présentent des propriétés
antibactériennes (BURT, 2004).

Nom commun Nom scientifique Composants A proximité %
majeurs composition
Thym Thymus vulgaris Thymol 10-64%
Carvacrol 2-11%
y-terpinene 2-31%
p-cymene 10-56%

Cette HE est d’une odeur forte, pénétrante et aromatique et une saveur tres prononcée
l[égerement amere et chaude et piquante (TEUSCHER et al ., 2005,BIANCHINI et
CORBETTA, 1975).

1.2.7. Propriétés du thym

Des I’antiquité, il est employé a des fins thérapeutiques (BIANCHINI et
CORBETTA ,1975) car il est pourvue de nombreuses propriétés et traite différents troubles
organiques et dermatologiques (MAHBOUBI, 2014). Le thym possede des propriétés
pharmacologiques utiles. Cette drogue est efficace dans le traitement des troubles digestifs
(FRANTSK,1992 ; CHEVALLIER, 2007) comme tisanes, salades, aromate des plats

(SCHNEIDER,2013) pour la peau comme 1’eczéma, le psoriasis, les brulures 1égéres sans




oublier qu’il est important en cas de fatigue nerveuse (LEFIEF,2012) ainsi utilisée comme
déodorant, son HE fait partie de dentisterie et cosmétologie (VOLAK et al ., 1983) contre la
coqueluche, ces tisanes sont utiles contre le gargarisme (THURZOVA,1978;
KRESANEK,1985).

Cette plante joue un role important dans I’industrie, la médecine et la pharmacie, elle
posseéde des propriétés antioxydants grace a la présence des fénoles, flavonoides, 1’acide

rosmarinique.
1.3. Origan

Plante vivace, thermophile 1’'une des plus rustique de la famille des lamiacées, ce
genre regroupe plus de 30 espéces variés répartie dans le monde. Connu depuis I’antiquité, les
égyptiens utilisaient mélangé avec le thym et d’autres éléments pour embaumer leur mort,
comme son utilisation a d’autre endroit pour éliminer la mauvaise odeur car il est fortement
aromatique quand on le froisse aux doigts (BELOUED, 2009). N’est que récemment trouvé
sa place comme étant plante médicinale malgré son ancienne utilisation a fines
thérapeutiques. Le nom de genre Origanum vient du grec origanon, qui serait la réunion des
termes oros (montagne) et ganos (brillant), faisant allusion au fait que la plante scintille sur la

montagne. Floribundum signifie tres florifere.

Fig.04: Origanum vulgare.




1.3.1. Classification botanique :

Cette espece appartient, selon CRETE ,1965 au :

Régne Plantea
Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous-classe Gamopétales
Ordre Lamiales
Famille Lamiacees
Genre Origanum
Espece Origanum vulgare

1.3.2. Description botanique

- Rhizome mince lignifie et peut ramifié et enfoncé dans la terre. (FRANTSEK, 1992) ;

- Tige érigées et dressees velue, gréles a section carrée et arétes saillantes et ramifiées dans
le haut, chaque ramification se termine par une panicule de fleurs, de plus de 30-80 cm de
haut souvent rougeatre (MAHMOUDI, S.N ; VOLAK et al., 1983) ;

- Feuilles opposées, ponctuées glanduleuses, ovale, a pétiole court, le plus basses sont les
plus grandes. Leurs tailles diminuent vers le haut, longueur de 09 mm sur 03 mm de
largeur, toutes les parties de la plante ont un arome agréable. (FRANTSEK, 1992 ;
WOLFGANG, 2008 ; BELOUED, 2009) ;

- Les fleurs en inflorescences trés rameuses situées aux sommets des tiges, groupées en
glomérules terminaux trés denses, souvent purpurines et entourées de bractées ovales
imbriquées, nombreuses d’une couleur rouge violet, de 4-7 mm (FLCK,1977;
BEZANGER et al ., 1980 ; BELOUED,2009) calice en forme de cloche, a cing dents, et
corolle bilabiée carmin a rouge, a quatre pétales, levre superieure droite, legérement

entaillée, lévre inferieur a trois lobes , courbée vers le bas. Etamines saillantes, anneau

.



glanduleux producteur de nectar a la base de l'ovaire. (FRANTSEK,1992 ;
MAHMOUDI ; SCHNEIDER et al .,2012) .

Fig.05: Fleur de 1’origan (VOLAK et al., 1983).

- Le fruit consiste en nucules brunes, ovoides et allongées, tétrakéne lisse de 1 mm de
longueur. Floraison de juillet & septembre (BEZANGER et al ., 1980 ; FRANTSEK,
1992).

1.3.3. Ecophysiologie

C’est une plante qui régne les coteaux secs poreux et riches en humus et ensoleillés
(les endroits baignés de lumiere : les lisiéres, haies, prairies séches et les bois claires)
(VOLAK et al., 1983 ;SCHNEIDER ,2012) ainsi les talus ensoleillés et clairiéres séches, de
la plaine a la montagne (FRANTSEK, 1992). Des sols calcaires et siliceux et acides. Elle se
contente méme des sols moins fertiles herbeux et non cultivés (FLUCK ,1977;
THURZOVA, 1978 ; KRESANEK 1985 ; GILLY, 2005 ; TEUSCHER et al ., 2005) on la
trouve dans toute I’Europe jusqu’a 1500 métres d’altitude (MAHBOUBI , 2014).

1.3.4. Récolte

La récolte se fait d’avril a septembre par temps sec en été, I’herbe fleurie s’il s’agit de
plantes jeunes (SCHNEIDER ,2012) on utilise en médecine seulement les sommités fleuries
quand il s’agit de plantes plus agées (THURZOVA 1978 ;FRANTSEK, 1992).




1.3.5. Origine et distribution de I’espéce
1.3.5.1.Dans le monde

Le genre origanum est présenté dans la zone s’¢tendant de la région méditerranéenne a
I’inde, par environ 30 espéces, cette espece rustiques est reparti dans toute les régions
tempérées d’Eurasie et s’étend jusqu’a I’Himalaya et la Sibérie centrale, I’Amérique du Nord

(Canada) ailleurs il a été introduit (THURZOVA ,1978 ;FRANTSEK, 1992).

Fig.06 :Répartition de I’origan vulgare dans le monde ( http://www.cartograf.fr,2017).
1.3.5.2. En Algérie

Commun dans le tell algérien et sur tous en terrain sec ensoleillé plante endémique

d’Algérie, elle pousse dans les paturages et surtout en montagne jusqu’a 1 500 m d’altitude

(MAHMOUDI).
1.3.6. Composition chimique

Tres varié selon 1’origine géographique de la plante ; basant sur la silice avec teneur
principale : de thymol, carvacrol, puis des tanins qui sont des précipitant imperméabilisées
des albumines. Les linallol, terpinéne,origanéne et cimeéne, sont les principes amers qui ont
pour roles I’augmentation de la sécrétion des sucs digestifs et renforce I’appétit du malade du
a cette propriété «amere », et des substances axillaires (FLUK 1977 ; KERSANEK
,1985 ;FRANTSEK ,1992 ; MAHMOUDI).

- PHE : 0.3a 1.5% jusqu’a 4% , de ses principes actifs sont généralement le carvacrol

qui est majoritaire (teneur entre 40 a 70%) et accompagné de y-terpinene (8a 10%), de

F
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p-cyméne (5 a 10%), d’a-pinéne ainsi le thymol et le myrcene.( TEUSCHER et al .,
2005).
- Flavonoides : notamment des hétérosides de lutéoline, d’apigénine et de naringénine.
- Dérivés de I’acides hydroxycinnamique (constituants améres typique des lamiacées)
( TEUSCHER et al ., 2005).

1.3.7. Propriétés de ’origan

Cette plante a des propriétés trés variés telles que: tonique, antispasmodique,
carminatif, béchique et antinévralgique (MAHMOUDI) pour cela elle entre dans la

composition de nombreuses médicaments et tisanes (THURZOVA,1978).

La saveur aromatique et amere de I’origan explique ses propriétés apéritives et digestives. La
drogue et son HE possédent des propriétés antibactériennes marquées, d’ou notamment leurs
utilisations pour désinfecter les plaies, les ulcérations, les brulures et diverses lésions
cutanées. Ainsi que ses vertus en cholagogue, sudorifique, emménagogue (TEUSCHER et

al ., 2005 ; CHEVALLIER, 2007 ; RODET, 2013).Sans oublier son utilisation autant
qu’épice appreciée sur tous dans les cuisines italiennes, grec, espagnole, francaise. Apres il est
introduit dans d’autres pays. Leurs propriétés sont assez voisines de

.



les hutles essentielles



2.1. Introduction

Les plantes aromatiques appartiennent a la fois au domaine des plantes médicinales et
des matieres premicres industrielles d’origine végétale, et constituent des sources de
substances naturelles complexes. Les huiles essentielles sont utilisées en thérapeutique depuis
des siécles, mais ce n’est que récemment que des recherches scientifiques sont menées a leur

sujet.
2.2. Définition d’une huile essentielle

C’est une substance de nature volatile, car les molécules qui la constituent s’évaporent
plus ou moins rapidement pour se déplacer dans I’air (MORO BURONZO et al. , 2012) c’est
pourquoi il est nécessaire de la conserver correctement a fin qu’elle garde intact son principe
actif. Selon BIANCHINI et CORBETTA (1983) , ses liquides réfringents, optiqguement
actifs, voisins des huiles sont d’odeurs tout a fait caractéristiques. Se forment dans un grand

nombre de plantes comme sous-produit du métabolisme secondaire.
2 .3. Répartition systématique

D’apres MORO BURONZO et al (2012), sur terre, seulement environ 10% des
espéces végétales répertoriées sont classées plantes aromatiques extraites des H.E.appartenant

aux diverses familles, parmi elles :

= Les coniféres : sapin, pin, cédre
= |_es apiacées : aneth, angélique, le fenouil, le cumin...
= |_es astéracées : les achillées, I’armoise, la camomille...

= |_es lamiacées : la lavande, le romarin, la menthe. ..
2.4. Synthése et localisation

La partie dont la quelle la plante extraite les H.E est tres diversifier, elle peut étre la
plante entiére comme elle peut étre une partie d’elle comme 1’écorce, la feuille, les tiges, les
racines, les fruits, les rhizomes... (FESTY, 2008)

On générale ses gouttes minuscules aromatiques se forment dans les chloroplastes des
feuilles ou s’effectue la photosynthese (MORO BURONZO, 2009), au niveau du
cytoplasme des cellules sécrétrices et s’accumulent dans les cellules glandulaires spécialisées
situés en surface d’elles et recouvertes d’une cuticule. Elles sont soit stockées dans une

cellule transformée en cellule a essence, ou dans des poils glandulaires, des poches

.



sécrétrices, des canaux sécréteurs voire des papilles, qui peuvent étres transportées dans
I’espace intracellulaire lorsque les poches sont localisées dans les tissus internes : comme le

cas des rhizomes de fougere male (TEUSCHER et al ., 2005) .

Les H.Es ne sont jamais les mémes, chaque huile est unique puisque chaque plante a
ses caractéristiques climatiques et édaphiques, qui la rend deférente aux autres. Méme au sein
d’une plante I’huile provenant de I’écorce et de la feuille n’auront pas les mémes propriétés et

aussi le méme nom. (FESTY, 2008).
2.5. Role des H.Es au niveau des plantes

Les plantes survivent grace a leurs H.Es, étant donné qu’elles ne peuvent se déplacer
pour se mettre a 1’abri, il devait inventer un systtme de défense pour une protection
extrémement efficace : antibiotique, antisolaire , ce sont les H.Es qui servent a séduire les
insectes pollinisateurs, servent aussi a réguler la température a l'intérieur de la plante lui
permettant ainsi de mieux supporter la chaleur, aussi a se protéger des brulures solaires, des
maladies et des prédateurs et en fin de guérir (blessures, attaques diverses...) (FESTY, 2008 ;
LISAN, 2014).

2.6. Caractéres physico-chimiques

Selon FESTY (2008), les H.Es sont des liquides huileuses mais pas grasses,
s’évaporent rapidement possédant des odeurs, certaines sont particulierement épaisses
(visqueuses) et d’autres foncées, des couleurs variables du jaune au bleu, rouge, joli vert pale
et vert émeraude .Ce sont des essences treés légéres que 1’eau non miscible avec lui,

liposolubles et solubles dans les solvants organiques usuels.

Selon TEUSCHER et al (2005) , la composition d’une H.E est trés complexe, les
méthodes analytiques modernes rendent possibles la détection, 1’identification. Jusqu’a

présent, plus de 3000 constituants ont €té isolés a partir des H.Es.

MORO BURONZO (2009), les a nommees: des carbures monoterpéeniques
acycliqgues ou cycliques, des aldéhydes et des alcools monoterpéniques ainsi des
hydrocarbures sesquiterpéniques, des alcools sesquiterpéniques , des cétones et des époxydes
sesquiterpéniques. Parallelement a ces terpénes existe également des phénols, des asters et les

acides.

.



Ajoute TEUSCHER et al ., (2005) , que les gouttelettes des H.Es sont entourées de
membrane spéciale constituées d’esters d’acide gras hydroxylés hautement polymérisés,
associes a des groupements peroxydes. En raison de leur lipophilie et donc de leur
perméabilité extrémement réduite vis-a-vis des gaz, ces membranes limitent fortement

I’évaporation des H.E ainsi que leur oxydation a I’air.
2.7. Propriétés générales des huiles essentielles

Les plantes aromatiques forment des H.E qui ont des propriétés tres varies a effet
médicinal (FRANTSEK, 1992). Ces huiles sont capables de lutter contre toutes sorte
d’agents pathogénes comme elles sont des anti-inflammatoire, des régulatrices d’action des

organes (LEFIEL, 2012).

Ont aussi des propriétés antiseptiques, antibactériennes et antifongiques par
I’inhibition de la croissance des bactéries que celle des moisissures et des levures et la

stérilisation des cultures.

Ainsi que des propriétés antivirales, cicatrisantes, circulatoires, digestives,
antiparasitaires, régulation métabolique, antispasmodiques. Elles sont généralement a I'état
homogéne liquide a température ambiante sauf quelques-unes qui se présentent sous I'état

solide (anis, fenouil, menthe de japon....)

Quantitativement, les teneurs en huiles essentielles sont faibles parfois tres faibles elle
est de ordre de 0, 1% a 1%, ceci explique le cofit ¢élevé de ’'HE, a 1 exception de quelque uns
comme par exemples le clou de girofle qui renferme plus de 15% d'essence. L'indice de
réfraction et leur pouvoir rotatoire sont généralement éléves, et la plupart devient a la lumiere
polarise, et sont plus souvent optiqguement actives car elles sont contenus des molécules
asymétrique. Elles sont trés sensibles a I'oxydation et ont également tendance a se polymériser
pour former des produits résineux. Dans I’air c’est des propriétés désodorisantes et
purifiantes. Se sont les seules alternatives aux antibiotiques (FESTY, 2008 ; MORO
BURONZO, 2009).

D’aprés TEUSCHER et al ., 2005, les H.Es des ardmes fascinant et particuliérement

raffiné, rehausser la saveur des plats.
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2.8. Domaine d’application des H.Es

FRANTSEK (1992) et WILSON (2010), montrent que ces dérivés des plantes
aromatiques sont d’'une grande importance économique comme ils sont commercialisés, on
les emploie dans I’industrie pharmaceutique, la médecine, industries alimentaires,

cosmétologie, en parfumerie, en aromathérapie et gastronomie.

Les H.Es ont un gain dans I’industrie alimentaire puisqu’elles sont des substances bio
rien que bio, elles sont utilisées dans la conservation des aliments ca est dus a leur vertus
antimicrobienne importante contre plusieurs agents pathogénes tel que les moisissures...

utilisé aussi comme arébmes alimentaires pour enrichir le gout ainsi la couleur des aliments.
2.9. Les méthodes d’extraction des huiles essentielles

Les végétaux renferment a ’intérieure de leurs cellules des essences, des sécrétions
naturelles que 1’on extrait pour obtenir les H.E. il existe plusieurs méthodes d’extraction qui
se pratiquent selon la partie du vegétal choisie (MORO BURONZO ,2009) parmi ces

procédés les plus importantes sont :
2.9.1. La distillation (hydro distillation)

C’est le procédé le plus ancien et le plus utilisé, nécessite I’emploi de trois cuves
reliées par de minces tubes. Les parties choisies de la plante sont placées dans une premiére
cuve, traversée par la vapeur d’eau qui se charge au passage des huiles, elle se passe a la
deuxieme cuve. En suite, la vapeur se refroidit et se condense en passant dans un
compartiment pour arriver dans la troisieme cuve ou elle redevient liquéfiée (eau et essence) ,
et les huiles se désolidarisent séparée de 1’eau puisqu’elles sont légers reste flottantes en
surface gardant ses propriétés on les récuperent aprés par la décantation .le temps de la
distillation varie selon I’essence concernée, cette méthode nécessite des températures élevées
qui ne conviennent pas toujours aux fleurs plus fragiles.( ANSEL,2003 ; FESTY,2008 ;
MORO BURONZO0,2009 ; WILSON,2010).

.



La distillation & la vapeur d'eau

recette de Phuile — o]
essentielle

essencier ———»

eau florale

Fig.07 : Extraction des huiles essentielles par hydro distillation ( BENETEAUD,2011).

2.9.2. L’expression

Appelée aussi « pression a froid » ou « grattage», ¢’est un procédé trés simple presser
la partie de la plante concernée pour en récupérer les essences. Il est principalement utilisé
pour les écorces d’agrumes qui renferment une quantité importante d’ H.E. cette opération
meécanique vise a éclater les minuscules vésicules, les poches a essence, et pour pouvoir ainsi
recueillir un mélange d’essence et d’eau. Dans le cas des agrumes on parle d’essence et non
pas d’H.E, car aucune modification chimique liée a des solvants ou a la vapeur n’a eu lieu.

(ANSEL,2003 ; FESTY, 2008 ; MORO BURONZO, 2009 ; WILSON, 2010).




Fig.08 : Extraction des huiles essentielles par expression (BENETEAUD,2011).
2.9.3. L’enfleurage

C’est une ancienne méthode manuelle des essences, trés coliteuse et complexe. Son
principe est de disposer les plantes a température ambiante sur des plaques de graisse ou corps
gras purifiés ont pour but d’absorber le parfum. Une fois la plaque bien imprégnée, la matiere
grasse sera séparée de I’ H.E a 1’aide d’un solvant tel que 1’alcool. Cette méthode pratiquée
essentiellement pour les H.Es fragiles, elle n’est plus tellement utilisée de nos jours mais les
H.E obtenu par elle sont de grande qualit¢ (ANSEL, 2003 ; MORO BURONZO,2009
;BENETEAUD,2011).




Fig.09 : Extraction des huiles essentielles par enfleurage (LISAN,2014).

2.9.4. L’extraction par solvant

Cette méthode est pratiquée au niveau industriel, consiste a dissoudre les essences
dans un solvant volatile et non pas dans 1’eau tel que le benzéne et 1’éthanol. Elle est utilisée
pour les fleurs délicates qui ne supportent pas la chaleur de la distillation, apres macérées dans
le solvant, se charge des molécules odorantes en dissolvant les composantes parfumées des
plantes. Pour récupérer I’H.E on élimine le solvant par évaporation. On obtient ce qu'on

appelle la concréte, un parfum cireux, demi solide.

Aprés un lavage a l'alcool, dans des batteuses pour séparer les cires végétales, un filtrage
et une distillation, la concrete donnera I'absolue ou l'essence d'absolue, trés prisée des
parfumeurs. L'intensité et la finesse de son parfum est incomparable, c'est I'essence la plus
colteuse. L’H.E obtenue peut garder des traces du solvant utilisée dans 1’opération (2 ou 3%),
H.E. est utilisée on parfumerie, pas en thérapeutique. le résultat est appelé absolu comme le
montre ’annexe 01. (FESTY, 2008 ; MORO BURONZO, 2009; WILSON, 2010;
BENETEAUD, 2011).




2.9.5. L’extraction par CO, supercritique

Il s’agit d’une technique moderne, trés couteuse : du dioxyde de carbone a haute
pression est employé pour faire exploser les poches végétales contenant I’essence qu’il est
possible de les récupérer. (MORO BURONZO, 2009) passant dans un courant de gaz
carbonique supercritique (intermédiaire entre 1’état gazeux et liquide) a température basse,
moins de 40° C et sous pression éléve, plus de 75 bars. Cette méthode a beaucoup
d’avantages, elle est propre, respecte I’environnement, préserve la qualité méme de 1’essence
dans 1’état exacte dans la nature, permit d’obtenir un H.E compléte (FESTY ,2008 ;
BENETEAUD, 2011).

EXTRACTION CO2 DES SOLIDES

E : extracteur, S: séparateur, L : liquéfacteur, P : pompe, F : échangeur
froid , C : échangeur chaud , D :débitmétre.

Fig.10 : L’extraction par CO, supercritique (BENETEAUD,2011).
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2.9.6. L’extraction par entrainement a la vapeur séche

Pour éviter certains phénomeénes d’hydrolyse sur des composants de 1’huile essentielle

ou des réactions chimiques pouvant altérer les résultats, les techniciens ont mis au point le

procédé de I’entrainement a la vapeur seche. Basée sur le principe suivant :

Dans la cuve, la masse végétale repose sur une grille vers laquelle la vapeur séche est

pulsée, les cellules se distendent et les particules d’essences se libérent. ces derniéres sont

alors vaporisées et décondensées dans le serpentin réfrigéré et la récupération de 1’huile

essentielle est la méme que dans le cas de I’hydro distillation (WILSON, 2010 ;

LISAN,2014).
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3. présentation de la zone d’étude
3.1. Situation geographique de la wilaya de Tiaret

La wilaya de Tiaret est située au Nord-Ouest de I’ Algérie entre la chaine de 1'Atlas
Tellienne au Nord et la chaine Atlas saharienne au Sud, c’est une zone de contact entre le
Nord et le Sud, dans 1I’Ouest des hautes plaines. Généralement son relief est constitué des
zones montagneuses au Nord, de hauts plateaux au centre et les espaces semi-arides au Sud.
Elle est délimitée entre 0.34° a 2.5°de longitude Est et 34.05°de latitude Nord a une altitude
de 998 a4 1080 m.

Délimitée au Nord par les wilayas de Relizane et Tissemsilt, de 1’Ouest par les wilayas
de Mascara et Saida, a I’Est par la wilaya de Djelfa et Média, au Sud et Sud-Est par Laghouat
et EI Bayad (fig.12).

Le territoire de la wilaya occupe une superficie totale de 208793 Kmz2. Elle englobe deux
parties bien distinctes ;

- la région agricole au Nord, ou la céréaliculture se trouve associée a 1’¢levage d’une
superficie de 1,609,900 hectares ;
la zone steppique au Sud, ou I’¢levage extensif est pratiqué sur 142.966 hectares
Ainsi que les zones forestieres occupent 142.422 hectares.(MIARA, 2008 in MIARA,
2011)
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Fig.12 : la situation géographique de la wilaya de Tiaret (MIARA, 2011).
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3.2. Climat régional

Le climat de la région de Tiaret se caractérise par deux périodes distinctes qui
expriment le contraste important qui sévit durant 1’année a savoir, un hiver rigoureux,
accompagne souvent par des chutes de neige et un été chaud et sec. Ces deux périodes sont

séparées par des saisons intermédiaires instables : le printemps et I’automne.

3.3. Présentation de la commune de Sidi bakhti
Notre zone d’étude se trouve dans la commune de Sidi bakhti qui se situe au sud ouest
de chef lieu de la wilaya a 37 km comme le mentionne la fig.14, d’une superficie de 214 km?.
Cette région est marquée par un relief de collines et des versants embrassé de massifs
culminants a 1205.63 m d’altitude, marquant que le plus bas point a4 619.812 m.
Ce relief varie entre normale et peu accidenté avec une pente de 0.042 a 59.86%.la

zones est occupée par plusieurs influents permanent et temporaire.
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Fig.13 : la situation de la commune de Sidi bakhti (C.F.T,2017).
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Sa lithologie présente une diversification entre les sols marnes, conglomérat, calcaires
friables, calcaires et dolomies dures ainsi des alluvions sable et croute calcaire. Mais les plus
dominants sont les sols calcaires friables au centre et calcaires associe a des dolomies dures
dans le nord de la station, cette composition donne une stabilité aux sols.

Les sols de la commune de Sidi bakhti amblent différents occupations, sont :

- Sol agricole ;

- Alfa;

- Foret;

- Maquis;

- Maquis arboré ;
- Parcours;

- Reboisement.

AT o
<
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I Alluvions, sable et croute calcaire
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[ calcaires friables.

I conglomerat

Il Marnes

Fig.14 : Carte de lithologie de Sidi bakhti (C.F.T,2017).

Avec une végétation varies et éparpillé (Annexe 02), on remarque :
- Chéne kermeés (Quercus coccifera)

- Thuya de Berbérie (Tetraclinis articu- lata)

- Pistachier lentisque (Pistacia lentiscus)

- Chéne vert (Quercus ilex)

- Genévrier oxyceédre ( Juniperus oxycedrus. L)

- Olivier sauvage (oléastres)
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- Pin d’Alep (Pinus halepensis)
- Phylaire.
- Romarin (Rosmarinus officinalis ).
Ainsi un tapis herbacé contenant: 1’Alfa, Diss (Ampélodesmos), Doum, Thym,
1I’Origan.
Sans oublier les cultures maraichéres y compris les pommes de terre, carottes, concombres,
poivrons....(D.S.A,2016).
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Fig.15 : Carte de végétation de la commune de Sidi bakhti (C.F.T,2017).

3.4. Présentation du site de prélevement

Notre zone d’étude se limite au niveau d’une montagne dit Djebel Aouf situe dans le
nord est de la commune de Sidi bakhti, cette montagne coincide avec I’ensemble tellien, avec
la vallée de la Mina autours du barrage de Bakhadda et occupe une superficie de 1870 h avec
le versant nachef.

Il s’étant entre 900 et 1000 m d’altitude, 1’exposition du sommet est nord ouest et
ouest- sud ouest avec des versants raides. Un terrain accidenté des pentes entre 32.2% a 42%
(Annexe 03).

La zone fait partie d’un grand massif forestier ou il y’a présence des essences
suivantes : Chéne vert, Thuya de Berberie, Pistachier lentisque et le pin d’Alep sur un sol

carrément calcaire et dolomies dures.



http://nature.jardin.free.fr/arbre/ft_pinus_halep.html

Fig.16 : La situation de djbel Aouf- Sidi bakhti (C.F.T,2017).

3.5. Climat du site de prélevement

Le climat représente le facteur fondamental qui détermine la distribution des
organismes, dont I’influence s’exerce et peut étre pergue a toutes les échelles d’observation
de la biosphére (GUINIER, 1995; LACOSTE et al ., 2006 in MOKHFI ,2012).

Dans le but de pouvoir caractériser le climat d’une station ou d’une localité,
nombreux indices, formules et expressions graphiques ont été proposés. Ces diverses
formulations font toutes intervenir températures et précipitation comme principaux variables
(LACOSTE et al., 2006 in MOKHFI ,2012).

La zone de Sidi Bakhti se caractérise par un climat de type méditerranéen, contraste
avec une saison estivale seche et chaude alternante avec une saison hivernale pluvieuse,
fraiche voire froide. Les précipitations enregistrées, plus faibles, présentent une grande
variabilité inter-mensuelle et interannuelle. Les régimes thermiques sont relativement
contrastés de type continental.

Pour pouvoir identifier le climat de la zone d’étude, nous nous sommes référés aux
données climatiques enregistrées par la station météorologique d’Aine Bouchakif mentionné
dans le site tutienpo pendant la période 2000-2016. La différence altitudinale entre la zone
d’étude et celle de la station météorologique est de 35 m.

3.5.1. Précipitations

La concordance relativement étroite qui se manifeste, a 1’échelle du globe, entre
pluviosité générale et répartition des grands biomes, suffit a démontrer I’importance du
facteur eau sur la distribution des organismes (LACOSTE et al ., 2006 in MOKHFI ,2012).
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Les précipitations enregistrées durant la période 2000-2016 font l'objet de présentation du
tableau 02.

Tableau 02 : Précipitations mensuelles moyennes enregistrées dans la station AIN
BOUCHAKIF durant la période 2000-2016.

Mois J F M A M J J A S @) N D
Precipitations | 48.59 | 49.61 | 43.8 | 45.75 | 33.8 | 17.47 | 6.09 | 13.69 | 42.45 | 43.34 | 56.47 | 48.4
(mm)

3.5.2. Températures

Les températures enregistrées durant la periode 2000-2016, sont relevées dans le tableau
03.
Tableau 03 : Températures mensuelles moyennes enregistrées dans la station AIN
BOUCHAKIF durant la période 2000-2016.
Mois F M A M J A S ©) N D
6.13 | 6.65 | 6.7 | 12.32 | 16.6 | 23.44 | 26,5 | 26 | 21.23 | 17.22 | 11.37 | 7.1

Températures (°C)

Comme le montre la fig.17, les périodes séche et humide de la zone d’étude sont

déterminés a travers le diagramme ombrothermique de GAUSSEN établi a partir des données

de précipitations et de températures.
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Fig.17 :Diagramme ombrothermique de la zone d'étude (djebel Aouf).

A travers le tracé du diagramme ombrothermique de la zone d'étude Fig.18, il en
ressort que la période séche s’étale de la moitié du mois de mai jusqu'au la moitié du mois de
septembre de I'année. Les températures les plus basses y sont enregistrées au courant des mois
de janvier, février et mars, alors que les températures maximales durant les mois de juillet et
d’aott.

L’étage bioclimatique de la zone d’étude est déterminé sur la base du quotient

pluviométrique ’EMBERGER « Q2 » (GUINIER, 1995 in MOKHFI ,2012).

Q2= 3,43*PP/TM-Tm
Q2= 3.43* 449.46/35.53-0.6
Q2= 44.14.
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Fig.18 :Localisation de la zone d’étude dans le climagramme d’EMBERGER.

D’aprés le Climagramme d’Emberger de la région de Sidi Bakhti entre 2000-2016 cette

région se trouve dans I'étage bioclimatique semi-aride a hiver frais.







4.1. Objectif de travail

Le but de notre étude est :

L'extraction des I'huiles essentielles du thymus vulgaris et du I’origanum vulgare par la
méthode d'hydro distillation et voir leurs activités (effet) antibactériennes vis-a-vis des
certains souches (Escherichia Coli «E.Coli» , Staphylococcus Aureus « S.A» et

Pseudomonas Aeruginosa «P.A» ) selon un Protocol bien déterminer dans

I’organigramme suivant.

Récolte des plantes puis séchage a I’ombre pendant 15

jours. \

[ Thymus vulgaris } [ Origanum vulgare }

S

Extraction par hydro }

distillation

‘ 1

( s -

Décantation a I’aide d’une
Ampoule a décantation

)
( - -
La collecte d’huile essentielle
d’un tube a essai

|

Teste microbiologique ]

|

Effet antibactérien a I’aide de la méthode
d'aromatogramme sur les bactéries :

|

Staphylococcus [ Pseudomonas 1

Aureus Aeruginosa

Fig.19 : Protocol expérimental.
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4.2. Lieu et période d'étude

L’extraction et 1’étude de I’activité antibactérienne des 1’huiles essentielles des touffes de
thymus vulgaris et origanum vulgare réalisée au laboratoire de biotechnologie végétale et de
microbiologie" au niveau de la faculté de science de la nature et de la vie de 1’université lbn

khaldoun —Tiaret- débutée dé le 22 février de I’année 2017 jusqu’a 30 mai.

4.3. Matériels
4.3.1. Matiére Végétale

Les touffes de thymus vulgaris et origanum vulgare ont été récoltées de la région de
la wilaya de Tiaret (Sidi bakhti, djebel Aouf). Les feuilles ont été fraichement récoltées au
mois de septembre 2016 sur des touffes spontanés. Apres un séchage a I’ombre en endroit sec
et aéré, les échantillons ont été récupérés dans des sacs propres et stockés a 1’abri de la

lumiére et de I"humidité (fig. 20) .

Fig.20 : Séchage et pesé des touffes des deux espéces (thym et origan).

4.3.2. Souches bactériennes testés

Le choix des bactéries a été porté sur trois souches isolées et qui sont fréquentés en
pathologie animale et humaine, ces espéces sont souvent connues par leurs résistances
naturelles a divers agents antimicrobiens. Nous avons sélectionné deux groupes de bactéries
référencies:
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» Des bactéries Gram négatif : E.Coli ATCC (25922) et P.A ATCC (27853).
» Des bactéries Gram positif : S.A ATCC (25923).

4.3.3. Milieux de Cultures utilisées

D’aprés GACHKR et al (2006), selon les souches bactériennes et les méthodes

employées , les milieux de cultures utilise sont les suivants (Annexe 04) :

v Milieux de cultures sélectifs: Chapman :La gélose de Chapman au mannitol permet
I’isolement sélectif, la recherche et le dénombrement des staphylocoques pathogenes
dans I’huile. Mac conky : La gélose de Mac Conkey est un milieu sélectif utilisé pour
I’isolement des Salmonella, des Shigella, ainsi que des bactéries coliformes dans eaux,
les produits alimentaires, les produits pharmaceutiques et biologiques d’origine
animale

v" Mueller Hinton: C’est le milieu de culture utilisé pour étudier 1activité
antibactérienne parce que c’est le milieu le plus employé pour les tests de sensibilité
aux agents antibactériens .Ce milieu est préparé selon la méthode suivante :on pése
avec précision une quantité de poudre déshydratée du MH équivalente 29.4 g dans un
ballon en y ajoutant700 ml d’cau distillée (selon les flacons utilisés).

Le mélange de la poudre-eau distillée mit dans un bécher est chauffé sur un agitateur
magnétique a 1’aide d’un barreau magnétique pendant 20 min afin d’assurer une
bonne dissolution des cristaux. Le milieu MH est ensuite réparti dans des flacons
stériles remplis 3/4 avant d’étre autoclaves pendant 15 min a 121°C avec une pression
de 1 bar.

.



3.3.4. Matériels du laboratoire
3.3.4.1. Verreries et appareillages
Les différents verreries et appareillages utilisée sont mentionnés dans le tableau suivant;

Tableau 04: Verreries et appareillages utilisés.

Verreries et autres

Appareillages

Tubes a essai
Verre de montre
Cristallisoir
Pissette

Ampoule a décantation

Hydro distillateur

Ballon Bec bunsen
Barreau magnétique Autoclave
Béchers Agitateur

Boites de Pétri Balance

Flacons Cuve

Lance metallique Incubateur
Micropipette Pied a coulisse
Papiers watt man Spectrophotométre
Pipette de Pasteur Stérilisateur

Pince Vortex

3.4. Méthodes

3.4.1. Extraction des huiles essentielles

3.4.1.1. Montage d’extraction

D’aprés BENETEAUD,(2011) L’extraction des HEs des touffes de thymus vulgaris et
origanum vulgare est faite par un hydro distillateur de type Clevenger. Il est constitué¢ d’une
plague chauffante, un ballon en verre pyrex ou 1’on place le matériel végétal et de 1’eau

distillée, une colonne de condensation de la vapeur lié a un réfrigérant (fig.21).
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Fig.21 : Dispositif d'hydro distillation.
4.4.1.2. Procédé d’extraction

Selon BURT, (2004) le procédé d’extraction s’applique selon le dispositif présent.
Cinquante grammes (50g) des touffes de thymus vulgaris ou origanum vulgare sont mises
dans un ballon en verre pyrex, additionnées de 400 ml d’eau distillée. L’ensemble est porté a
ébullition, suivi par I’apparition de la premiére goutte de distillat a la sortie du tube de
condensation de la vapeur, I’huile essentielle est entrainée par la vapeur d’eau. Elle est ensuite
condensée en passant par un condensateur, fixé par un support approprié en position verticale
pour faciliter 1'écoulement du distillat. Le temps nécessaire de cette extraction est d’environ

trois a quatre heures.

Le distillat obtenu est récupéré dans un bécher mit d’une ampoule a décanter. En fin,
le distillat est recueilli dans un tube a essai et les huiles essentielles des deux espéces seront

par la suite récupérées dans un tube a essai.
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4.4.1.3. Conservation de I’huile

Suivant BURT, (2004) la conservation des huiles essentielles exige certaines
précautions indispensables .C'est pour cela nous avons les conservés dans une température
voisine de 4°C, dans un tube en verre stérile fermé hermétiquement pour la préserver de l'air

et de la lumiére (en utilisant le papier d’aluminium).

3.4.1.4. Détermination du rendement d’extraction
Selon TOURE (2016), le rendement en huile essentielle (Rd), est défini comme étant le
rapport entre le poids de I’huile essentielle obtenue apres extraction et la masse d’H.E et la

masse de la plante séchée. Il est donné par la formule suivante : Rd %= (m1/m0)* 100
Rd: Rendement en huile essentielle exprimée en pourcentage (%) ;

M1 : la masse en gramme d’H.E
M ,: la masse en gramme de la plante séchée.

3.4.2 Test microbiologique
3.4.2.1. Préparation des suspensions bactériennes
3.4.2.1.1. Revivification des souches
La revivification se fait par I'ensemencement de ces souches sur des milieux

spécifiques:

- Milieu Chapman pour S.A et P.A

- Milieu Mac Conky pour E.coli.

Incubées pendant 24 heures pour I'obtention d'une culture jeune.

4.4.2.1.3. Préparation des aliquotes et standardisation

DURAFFOUR et al., (1990) signale que des cultures jeunes de 18 heures, sont
préparées par I'ajout de quelques colonnes bactériennes a 9 ml d’eau physiologique (Annexe
05) mit dans des cuves pour la lecture a ’aide d’un spectrophotométre (Annexe 06).

Un spectrophotomeétre a été utilisé pour contréler I'exactitude de la densité optique a
une longueur d'onde de 625 nm, lI'absorbance doit étre comprise entre 0.08 a 0.13 pour une
charge microbienne entre 10" et 108 germes / ml.

Une dilution par l'eau physiologique doit étre effectuée pour standardiser les

suspensions bactériennes a 10° germes / ml.
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4.4.2.3. Méthode de diffusion sur disques (aromatogramme)

Selon BENZEGGOUTA, (2005) et PIBIRI,(2006) I'aromatogramme ou méthode de
diffusion sur milieu gélose est une technique qui permet de déterminer la sensibilité des
microorganismes Vvis-a-vis d'une substance antimicrobienne. Cette méthode repose sur le
pouvoir migratoire des HE a l'intérieur d'une boite de Pétri, dans un milieu nutritif solide
(Mueller Hinton).

L'ensemencement des souches 1 ml est réalisé en surface du milieu gélosé (Mueller
Hinton) préalablement coulé dans des boites de Pétri. Les boites de Pétri sont incubées a 37°C
pendant 30 minutes. Des disques stériles de diametre de 6 mm de papier wattman imprégnés
différentes quantités d’huiles essentielle (10 ul , 20 pl ,25 pl, 30 pl ) d'HE sont déposés dans
les boites de Pétri en plusieurs répétitions. Celles-ci sont ensuite fermées et laissées diffuser
pendant 2 heures puis incubées & 37°C pendant 24 heures. Aprés l'incubation, I'absence de
croissance bactérienne exprimant une activité antimicrobienne se traduit par un halo translucide

autour du disque, de méme couleur de la gélose stérile et dont le diametre est mesuré en mm.

La sensibilité des différentes souches vis-a-vis des HE étudiées est classée selon le

diametre d'inhibition qui varie selon la méthode utilisée (Annexe 07).
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-— 7 .+ Zone d’inhibition

Dépot aseptique d’un disque
imbibé de I’h.e.

— Croissance microbienne

-

Fig.22: Illustration de la méthode des aromatogrammes sur boitez de Petri (ZAIKA, 1988)

/ Boite de pétri \
Ensemencement de la gélose en A . .
. ~ Gélose Muller Hinton
nappe par 1 ml de I’inocuhem.
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5.1. Résultats et interprétation

5.1.1. Calcul du rendement d’ H.Es obtenu

Les calcules sont faite a partir des mesures de la masse des plantes séchés et la masse

d’H.E obtenues montrés dans le tableau 05.

Tableau 05 : le rendement des huiles essentielles obtenu par hydro distillation.

Plantes
Thym Origan
m, m1 R1 m, m1l R1
Essaisn® | 50¢g 0,4283 0,8566% | 50¢g 1,1004 2,2008%
1
Essaisn® | 50¢g 0,7722 1,5444% | 50g 0,5678 1,1356%
2
Essaisn® | 50g 0,7046 1,4092% | 5049 1,277 2,554%
3
Essaisn® | 50¢ 0,8636 1,7272% | 50g 1,1 2,2%
4
Essaisn® | 50¢ 0,8162 1,6324% | 50g 1,2 2,4%
5
lasomme | 2509 3,5849 7,1698% | 2509 5,2452 10,4904%
moyenne 1,43% moyenne 2,10%

Les résultats démontrent un rendement moyen du thym de I’ordre de 1,43%, Par
ailleurs, on note une variation du rendement entre 0.85% et 1.72% .
Le rendement en huile essentielle calculée pour 1’ origan , est de I’ordre de 2.10%. avec une

valeur minimale égale a 1.13% et une autre maximale égale 2.5% . (Annexe 08)

Ce parametres influencé par plusieurs facteurs : I’interaction avec 1’environnement
(type de climat, sol), La période de récolte, traitement apres récolte ainsi que la durée de
stockage du matériel végétal peuvent entrainer de profondes modifications sur 1’essence

BOUZIDI , (2016) et la méthode d’extraction, le solvant d’extraction, le temps d’extraction.




La comparaison entre les valeurs du rendement en huile essentielle de ces deux
espéces qui appartiennent a la méme famille, démontre que I’origan est plus riche en huile

essentielle que le thym (fig.23) .

Rendement

2.5 1

E Thym

1.5 - .
B Origan

0 Plantes

Fig.23 : Comparaison entre le rendement d’huile essentielle du thym et 1’origan.

5.1.2. L’activité antibactérienne des huiles essentielles

5.1.2.1.Thym

L’évaluation de I’effet antibactérien de I’huile essentielle du thym en utilisant la
méthode d’aromatogramme (diffusion sur disque), nous a permis de démontrer 1’effet
bactéricide de cette huile essentielle envers les bactéries Gram( -) E.COLI (tableau 06 et fig.
24) .

Tableau 06 : L’effet antibactérien d’H.E du thym sur la bactérie E.COLI.

ul 10 20 25 30
mm | 235 23 2825 | 29
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Fig.24 : Effet inhibiteur d’H.E du thym sur la souche E.coli .

Il en ressort que la zone d’inhibition est trés importante avec des valeurs moyennes

oscillant entre 23,5 mm pour la dose 10 upl, et 29 mm pour la dose  30ul.

Fig.25: La Ze d’inhibition de l’aciVité bactérienne d’.OIi suivant les doses utilisées de
I’H.E du thym .

Pour mieux démontrer I’efficacité de 1’huile extraite, la comparaison avec un disque
antibiogramme témoin semble étre utile. 1l s'agit de la tétracycline. Ce dernier a présenté un
halo d’inhibition d’un diametre moyen de 1’ordre de 2mm alors que notre huile extraite a

présenté un halo de 23mm pour la dose 20 pl .
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d'hinibition
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B tétracycline

15 - B thym

les disques

Fig.26 : Histogramme comparatif de la zone d’inhibition de I’H.E du thym et celui du disque
antibiotique tétracycline avec I’E. Coli.

Fig.27 : Comparaison entre 1’effet inhibiteur d’H.E du thym et le disque antibiotique
tétracycline sur I’E.Coli.

Pour la deuxieme bactérie « Staphylococcus Aureus», les testes réalisés ont montré
efficacité trés importante de | HE du thym en vers ces bactéries gram (+) , les valeurs des

E



diamétres moyennes de la zone d’inhibition varient entre 33,5 mm et 41 ,75mm. (tableau

07).

Tableau 07: I’effet antibactérien d’H.E du thym sur la bactérie Staphylococcus Aureus

suivant différent doses.

10

20

25

30

mm

33,5

36,25

34,75

41,75

Les fig.28 et 29 explicitent mieux 1’importance de I’efficacité de I’huile pour les

différentes doses utilisées .

la zone d'inhibition
45 -
40 7 —
35 - m10
30 - 20
257 =25
20 -
m30
15 -
10 -
O T T T 1
10 20 25 30 La dose d’h.e

Fig.28 : Effet inhibiteur d’H.E du thym sur la souche S.A.

Fig.29 : La zone d’inhibition de 1’activité bactérienne de S.A suivant les doses utilisées de
I’H.E du thym .
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Une comparaison entre 1’effet antibactérien de 1 HE de thymus vulgaris et le témoin

tétracycline , montre que les staphylocoques sont plus sensibles a I’HE que le témoin (fig. 30
et 31).

la zone
d'hinibition

30 A
25 A
20 A
15 A
10 A

B tétracycline

H thym

tétracycline thym Les disques

Fig.30 : Histogramme comparatif de la zone d’inhibition de I’H.E du thym et celui du disque
antibiotique avec la souche S.A.

Fig.31 : Comparaison entre la zone d’hinibition d’H.E de thym et le disque antibiotique
tétracycline sur le S.A.
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Les résultats obtenues, nous ont incité de tester 1’efficacité de cette huile sur une
bactérie plus résistante , il s’agit de Pseudomonas Aeruginosa.

La lecture du tableau 08 et les fig. 32 et 33, démontre que la bactérie P.A est moins
sensible a I’huile essentielle du thym, il en ressort que la dose 30 ul est la dose la plus efficace

contre cette bactérie, avec un effet bactéeriostatique.

La valeur moyenne minimale des zones d'inhibition est de 1’ordre de 7,5 mm, elle est

enregistrée pour la dose 10 pl.

Tableau 08 : I’effet antibactérien d’H.E du thym sur la bactérie P.A.

pl 10 20 25 30
mm 75 11,75 9 13,75
la zone d'inhibition
14
12 - quE
m 10
10 -
20
8 -
m25
6 -
m30
4 -4
2 -4
0 T T T T
10 20 25 30 La dose d’h.e

Fig.32 : Diametres des zones d'inhibition de la souche Pseudomonas Aeruginosa par I'effet
d’H.E du thym.

utilisées de I’H.E du thym .




A travers les résultats, il en ressort que, les bactéries Gram(+) sont plus sensibles a
I’huile essentielle du thym que les bactéries Gram (-) pour les différentes doses utilisees.

(fig.34).

La zone d'inhibition

M E.Coli
mS.A
mP.A

25

30 La dose d'h.e

Fig.34 : La comparaison entre la sensibilité des trois souches bactériennes utilisées a I’H.E du
thym.

5.1.2.2. Origan

L’évaluation de D’effet antibactérien de I’huile essentielle d’origan en utilisant la
méthode d’aromatogramme (diffusion sur disque), nous a permis de démontrer 1’effet

bactéricide de cette huile essentielle envers les bactéries Gram (-) E.COLI. (tableau 09 et fig.

35).

Tableau 09 : L’effet antibactérien d’H.E d’origan sur la bactérie E. Coli.

ul 10 20 25 30
mm 29 23,25 22,75 33,25




la zone d'inhibition
35 -
30 -
m10
25 - —
20
20 -
m25
15 -
m30
10 -
5 -
0 T T T 1
10 20 25 30 La dose d’h.e

Fig.35 : Diametres des zones d'inhibitions de la souche E.Coli par I'effet d’H.E d’origan.

A travers les résultats obtenus, il en ressort que la zone d’inhibition est grande avec
des valeurs moyennes oscillant entre 22,75 mm pour la dose 25 ul, et 33,25 mm pour la dose
30pl.

Fig.36 : La zone d’inhibition de I’activité bactérienne d’E.Coli suivant les doses utilisées de
I’H.E d’origan .

Pour la bactérie Staphylococcus aureus et a partir des résultats obtenus (tableau 10 et
les fig. 37 et 38), on remarque que I’huile est trés efficace et présente un effet bactéricide.
Cette efficacité est justifiée par un diameétre de zone d’inhibition trés élevé pour toutes les
doses. La valeur minimale enregistrée est égale a 37 mm et la valeur maximale est égale a
41,5 mm.
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Tableau 10 : L’effet antibactérien d’H.E de 1’origan sur la bactérie S.A.

ul 10 20 25 30
mm 38,75 415 37 38,25
la zone d'inhibition
42
41 /
40 m10
39 20
38 =25
37 ®30
36
35
34 . | ,
10 20 55 30 La dose d’h.e

Fig.37 : Diametres des zones d'inhibition de souche S.A sous I'effet d’H.E d’origan.

Fig.38 : La zone d’inhibition de I’activité bactérienne de S.A suivant les doses utilisées de
I’H.E d’origan.

A partir des résultats obtenus pour la souche bactérienne pseudomenace A( tableau 11
et les fig.39 et 40) , on déduit que la bactérie pseudomonas est moins sensible a 1’huile

essentielle d’origan, La valeur moyenne minimale des zones d'inhibition est de 1’ordre de 5,75

mm.
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Tableau 11 : I’effet antibactérien d’HE d’origan sur la bactérie P. A.

ul 10 20 25 30
mm 9,25 6 95 5,75
la zone d'inhibition
10 -
8 7 m10
C—
6 - 20
m25
4 A m30
2 -
O T T T 1
10 20 25 30 La dose d’h.e

Fig.39 : Diametres des zones d'inhibition de la souche P.A par I'effet d’H.E d’origan.

Fig.40 : La zone d’inhibition de I’activité bactérienne de P.A suivant les doses utilisées de
I’H.E d’origan.

Pour mieux démontré 1’efficacité de I’huile essentielle de 1’origan vis-a-vis la souche
P.A, on utilisé un disque antibiotique ( tétracycline), pour comparer les diameétres

d’inhibitions .

A partir des fig.41 et 42, il en ressort que I’HE d’origan est plus efficace que le disque
antibiotique témoin.




La zone d'inibition

4 - B tétracycline

M origan

tétracycline origan Les disques

Fig.41 : Histogramme comparatif de la zone d’inhibition de I’H.E d’origan et celui du disque

antibiotique tétracycline avec la P.A.

Fig.42 : Comparaison entre 1’effet hinibiteur d’H.E d’origan et le disque antibiotique

tétracycline sur la Pseudomonas Aeruginosa.
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Comparaison de la sensibilit¢ des trois souches a I’H.E d’origan, montre que les
souches bactériennes Gram (+) sont les plus sensibles. (fig.43)

La zone d'inhibition

50
40
30 W E.Coli
20 mS.A
wP.A
10
0
25 30 La dose d'h.e

Fig.43 : La comparaison entre la sensibilité des trois souches bactériennes utilisées a I’'H.E
d’origan.
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5.2. DISCUSSION

Le rendement en huile essentielle obtenue des deux especes étudiées par la méthode
d’hydro distillation est proche de la littérature. Pour le thym le rendement (1,43%) est proche
de celui trouvé par NEZHADALI et al (2014) qui est de 1,39 % .Pour ’origan le rendement
est de 2,10% , ce dernier est plus élevé que celui de HERNANDEZ (2005) qui est de I’ordre
de 1,12 %.

La méthode de diffusion de disques sur milieu gélosé a été utilisée dans plusieurs
études pour déterminer l'activité antibactérienne des HE (CHAO et al., 2000 ; ANDREWS,
2001 ; PIBIRI, 2006) (Annexe 06).

Concernant I'effet antibactérien des huiles utilisées et on comparant les résultats de
I’effet de I’HE avec I’antibiogramme réalisé, on constate que l'effet antibactérien est tres
efficace.

L’effet inhibiteur de ’HE du thym vis-a-vis les souches Gram (+) et plus éleves a celui
des Gram (-) , mais il est toujours efficaces vis-a-vis E .COLI. Cette différence d’effet peut
étre expliquée par la différence de la composition de la paroi cellulaire et le type de Gram.
Plusieurs études ont montré que les bactéries Gram- sont plus résistantes que les Gram+ vis-a-
vis des HE.

Pour I’origan, les mémes constats que celles du thym sont enregistrés, 1’huile
essentielle est efficace contre les souches bactériennes (Staphylococcus aureus, E .coli et
pseudomenas aeroginosa). Les Gram (+) sont les plus sensibles.

La faible sensibilité des bactéries Gram (-) est justifiée par la présence d’une seconde
membrane lipo-polysaccharidique jouant un role de barriére. On outre, elle est plus riche en
protéines que celle de Gram (+) ce qui les rend plus hydrophiles empéchant ainsi les
composes hydrophobes de pénétrer dans la couche lipidique et exercer leur activité
antimicrobienne a I’intérieur de la cellule microbienne (AL-BAYATI, 2008; ALVESALO et
al., 2008).

Le mode d’action des H.E dépend en premier lieu du type et des caractéristiques des
composants actifs, en particulier leur propriété hydrophobe qui leur permet de pénétrer dans la
double couche phospholipidique de la membrane de la cellule bactérienne. Cela peut induire
un changement de conformation de la membrane. (Cox et al, 2000 in Carson et al, 2002)

Une inhibition de la décarboxylation des acides aminés chez Entero bacteraero genes
a aussi été rapportée (Wendakoon et Sakaguchi, 1995). Les H.E peuvent aussi inhiber la

synthése de ’ADN, ARN, des protéines et des polysaccharides. Néanmoins, certains

-



composés phénoliques de bas poids moléculaire comme le thymol et le carvacrol peuvent
adhérer a ces bactéries par fixation aux protéines et aux lipo poly saccharides pariétales grace
a leurs groupes fonctionnels et atteindre ainsi la membrane intérieure plus vulnérable.
(DORMAN et DEANS, 2000). Dautre part, DEFOE et al (2003) dans une étude de la
composition chimique de I'huile essentielle Thymus spinulosus avec réalisation de tests
biologiques sur son activité antibactérienne contre des souches de bactérie, ont constatés que
ce sont les monoterpenes (thymol) qui sont principalement inhibiteur de la croissance

bactérienne.

Selon BAKKALI et al (2008), I’activité antibactérienne est due a la cytotoxicité des HE
qui peuvent endommager la membrane cellulaire des bactéries lorsqu’elles passent a travers
leur paroi cellulaire et leur membrane cytoplasmique (déstructuration de la membrane et ses

polysaccharides).

-






CONCLUSION

Ce travail contribue a la valorisation des H.Es de deux plantes meédicinales et aromatiques
populaires.il s’agit du thymus vulgaris et 1’origanum vulgare. Les plantes sont récoltées a

partir de la région de Sidi bakhti djebel Aouf.

L’extraction des huiles essentielles au laboratoire a été réalisée par la méthode d’hydro

distillation qui nous permis de récolter une H.E pure.

Le rendement terris de ces deux espéces est trés appréciable. On a remarqué que

I’origan est plus riches en huile essentielle que le thym, les rendements sont respectivement

2.1% et 1.43%.

L’activité antibactérienne est confirmée vu les résultats préliminaires, concernant

I’H.E du thym on a marqué :

- Effet bactéricide pour les souches bactériennes :

3% Bactérie Gram (-) E.Coli : absence de souche a travers un halo de 23 a 29 mm de
diamétre a différentes doses.

s Bactéries Gram (+) S.A : inhibition de la croissance jusqu’ a un diameétre de 33.5 a
41.75 mm selon les différentes doses utilisées.

- Effet bactériostatique sur la souche Gram (-) P.A qui est trés pathogéne pour I’homme

avec un diamétre de 7.5 a4 13.75 mm.

A propos de I’effet d’H.E d’origan, il a manifesté d’une fagant trés dure et sévére
contre ses souches bactériennes Gram (-) E. Coli et Gram (+) S.A qui sont respectivement

d’un diameétre de 29 a 33 mm et 38 a 41 mm. Un témoin d’effet bactéricide.

Et pour la bactérie Gram (-) P.A une trés résistance ,son influence est bactériostatique

inhibant le plus possible sa croissance de 5 a 9 mm de diamétre.

.



Ces deux H.Es testées témoignent d’une activité antibactérienne importante sur les
souches bactériennes pathogénes contrairement aux antibiotiques se qu’était le cas pour le
Tétracycline 30mg utilisé au laboratoire, ces derniers ne sont plus efficace qu’avant puisque

les bactéries devient moine sensibles de temps a 1’autre.

Cette ¢tude permet encore une fois la mise en valeur de ’utilisation des H.Es dans la
production pharmaceutique, I’industrie agroalimentaire..., mais elle doit étre complété par
d’autres travaux concernant la composition chimique ainsi que sa toxicité ou bien la maniere
dont la quelle influence sur les autres étres vivants.
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Annexe 01 : I’extraction par selvant.
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Annexe 02 : Carte du massif forestier relevant de la commune de SIDI BAKHTI
(C.F.T.2017).
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Annexe 04 : les milieux de cultures utilisés (1 : chapman, 2 : Mac conky, 3 : Mueller Hinton).

Annexe 05 : Préparation d’eau physiologique

Une solution de I'eau physiologique a été préparée par I'ajout 0.9 g de chlorure de sodium
NaCl plus 100 ml de I'eau distillé.



Annexe 06 : 1 :Préparation des aliquotes.2 : Spectrophotometre,3 : Méthode de diffusion sur
disque (Aromatogramme).




Annexe 07 : Résultats issus par la méthode des puits.

Thym

E.Coli

Doses d’H.E du thym

20ul

25 ul

30ul

Zone d’inhibition

31mm

33 mm

44 mm

mm
50 -

40 -

30 -

10 +

20 /
e

20 | 25

E.Coli

30 ‘

ul

E.Coli 20
mE.Coli 25
M E.Coli 30

L’effet inhibiteur d’H.E du thym avec des doses différentes.

La zone d’inhibition de I’activité bactérienne d’E.Coli issu d’effet de I’H.E du thym.

Origan

La dose d’H.E

20 ul

La zone d’inhibition

28 mm




30 A
25 -
20 -
15 +
10 -+
i B zone
' d'inhibition

Zone d’inhibition de I’activité bactérienne d’E.Coli issu d’effet de I’H.E d’origan avec la
dose 20 ul .

Comparaison entre les puits et les disques d’H.E :

Thym
La dose d’H.E 20 pl 25 ul 30 ul
puits 31 mm 33 mm 44 mm
disques 23 mm 28,25 mm 29 mm
Origan
La dose d’H.E 20 ul
puits 28 mm
disques 23,25 mm




Annexe 08 : Les huiles essentielles des espéces utilisées.




Rest;




Résumé

Le présent travail consiste a évaluer aux laboratoires I’effet antibactérien des H.Es de
deux plantes spontanées Thymus vulgaris et Origanum vulgare sur les souches bactériennes

trés fréquentée par L’homme. Les deux espéces présentent un rendement considérable en H.E.

Le rendement de ’origan (2.1%) est plus élevé que celui du thym (1.43%) ainsi que
son efficacité sur les bactéries qui est plus élevée chez I’H.E d’origan que celui du thym. Les
différentes doses utilisees ont un effet bactéricide sur E.Coli et S.A et un effet bactériostatique
sur P. A.

Mots clé : H.E, Thymus vulgaris, Origanum vulgare, effet antibactérien, bactérie Gram (+),

bactérie Gram (-).

Abstract

The present work consists to evaluating in laboratorie the antibacterial effect of the
EOs of two spontaneous plants Thymus vulgaris and Origanum vulgare on the bacterial

strains very frequented by humans. Both species show considerable yield in EO.

The yield of oregano (2.1%) is higher than that of thyme (1.43%) and its efficiency on
bacteria is higher in oregano H.E than in thyme. The different doses used have a bactericidal
effect on E.Coli and S.A and a bacteriostatic effect on P. A.

Key words: EO, Thymus vulgaris, Origanum vulgare, antibacterial effect, Gram (+)

bacterium, Gram bacterium (-).
@AJ.A
ol sl 5 ol (o) aadl W e (ol SN g Sl slall G g g et (3 ke Laalys Bale

BB Sl e pmae 139300 Lot (bl OLY) Lot (3 830msll LS e gl 2305

Jamll o ST %0 2.1 gn 5ol o ade Wad s 59501 O o ¢ W1 ol 2ty ol pds e sl £
Oslsill LSy o e b B 93 LS Wlanna] & gl LSl Ol ol OF LS L 058810875 %0 1,43 g0 el e e
i il Al LS Las) e O LedT e (3 Led Ols Lagd aenddl 3siiall oS

g ol LS b e LSl LSl slae 8B Bt Bl ¢ ) aall bl gl i bl SLSY)






