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Résumé

Cette étude vise a évaluer le pouvoir antioxydant et I'activité antibactérienne des huiles
essentielles extraites d'une plante appartenant au genre Thymus collectées dans la région de
Chechar wilaya de Khenchela. L'huile est extraite par hydrodistillation a partir de parties aérienne
de la plante (tige, feuille, fleur). On a évalué l'activité antioxydante in-vitro des extraits obtenus
en utilisant la méthode de Méthode de DPPH. Selon les résultats obtenus, il a été démontré que la

concentration la plus elevée d'huile essentielle antiradicalaire est de 57,30 ul.

En utilisant la méthode de diffusion sur disque pour évaluer I'activité antibactérienne des huiles
essentielles seules, on a constaté un effet remarquable de I'huile de Thymus collectée a Chechar
sur Staphylococcus aureus. Un diamétre de 22,01 mm est observé dans la zone d’inhibition. Un

effet modéré sur Pseudomonas aruginosa et un effet faible sur Escherichia coli.

On a utilisé I'aromatogramme en milieu solide (méthodes des disques) pour évaluer I'efficacité
antimicrobienne des huiles essentielles de Thymus seules et en synergie avec des deux
antibiotiques l'oxacilline et la gentamycine sur deux souches bactériennes Staphylococcus aureus

et Escherichia coli.

En conclusion, I’étude de I’activité antioxydante et antibactérienne des huiles essentielles du

genre thymus offre des perspectives prometteuses dans le domaine de la recherche biomédicale.

Mots-clés : antioxydants, DPPH, huile essentielle, thymus, antibiotique, antibactérienne.



Summary

This study aims to evaluate the antioxidant power and antibacterial activity of essential oils
extracted from a plant belonging to the genus Thymus, collected in the Chechar region. The oil is
extracted by hydrodistillation from a aerial parts of the plant (stem, leaf, flower). The in-vitro
antioxidant activity of the obtained extracts was evaluated using the DPPH method. According to
the results obtained, the highest concentration of antiradical essential oil was found to be 57.30 pl

Using the disk diffusion method to assess the antibacterial activity of the essential oils alone,
a remarkable effect of the Thymus oil collected in Chechar on Staphylococcus aureus was
observed, with an inhibition zone diameter of 22.01 mm. There was a moderate effect on
Pseudomonas aeruginosa and a weak effect on Escherichia coli.

The aromatogram on solid medium (disk method) was used to evaluate the antimicrobial
efficacy of Thymus essential oils alone and in synergy with two antibiotics, oxacillin and
gentamicin, on two bacterial strains, Staphylococcus aureus and Escherichia coli.

In conclusion, the study of the antioxidant and antibacterial activity of Thymus essential oils
offers promising prospects in the field of biomedical research.

Keywords: antioxidants, DPPH, essential oil, thymus, antibiotic, antibacterial
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Symboles et Abréviations

% : pourcent.

CMI : concentration minimale inhibitrice
DMSO : Dimetyl Sulfoxide.

DPPH : Di Phenyl Picryl Hydrazyl.

E. COLI : Escherichia coli

GN : Gélose nutritive.

HE : Huile essentielle.

IC50 : Concentration Inhibitrice a 50 %.
MG : milligramme.

MH : Muller Hinton.

ml : millilitre.

mm : millimetre.

NACL : Chlorure de sodium.

ul : microlitre.
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Introduction générale

Introduction générale

Les plantes médicinales, qui ont été largement employées par nos ancétres et qui continuent
d'étre utilisées jusqu'a nos jours, produisent des substances parfumeées qui forment ce qu'on appelle
les huiles essentielles (HE) ou essences, des liquides odorants. D’apparence fluide a épaisse et de
teintes différentes en fonction des plantes dont elles proviennent. Les cellules spécialisées sécrétent
ces substances, qu'elles soient présentes dans les feuilles, les fleurs, le bois, les racines ou les
graines. Elles constituent une source de molécules présentant des propriétés biologiques et
pharmacologiques intéressantes. (Buchbauer ,2011)

Les huiles essentielles sont largement employées dans le domaine de I'aromathérapie, de la
pharmacie, de la parfumerie et de la cosmetique. Ils sont utilisés en raison de leurs diverses
activités biologiques reconnues. (Laib & Barkat,2011) Les huiles essentielles ont démontré
diverses propriétés thérapeutiques et médicinales, telles que leur activité antibactérienne. (Lima,
1992 ; Elgayyar et al, 2001), analgésique, antioxydante, antithrombotique (Carson & Hammer,
2011)

L'étude des huiles essentielles, qui implique la séparation et l'identification des éléments
constitutifs, demeure une étape cruciale qui requiert l'utilisation de différentes méthodes.
(Lakhdar, 2015).

Les huiles essentielles antibactériennes ont la capacité de détruire les bactéries, interdisant ainsi
leur développement et leur multiplication. Cette action a fait I'objet de hombreuses recherches
scientifiques. Aujourd'hui encore, des méthodes d'exploration telles que I'aromatogramme, qui
ressemblent & I'antibiogramme, permettent de determiner la sensibilité de certaines bactéries a des
huiles essentielles particuliéres. (ELC 1) De maniere similaire. Plusieurs études récentes ont
étudié l'activité antioxydante des HE de différentes plantes. (Lado et al., 2004).

L'étude des propriétés biologiques des huiles essentielles a suscité un intérét croissant en raison de
leurs vastes applications potentielles dans les domaines de la médecine, de la cosmétique et de
I'agroalimentaire. Parmi ces huiles essentielles, celles issues du genre Thymus, communément
connu sous le nom de thym, ont particulierement retenu I'attention des chercheurs. Le thym, une
plante aromatique appartenant a la famille des Lamiacées, est largement utilisé pour ses propriétées
médicinales et aromatiques depuis des siecles.

Les huiles essentielles de thym sont extraites a partir des feuilles et des fleurs de ces plantes.
Elles sont caractérisées par une composition chimique complexe comprenant plusieurs composés

bioactifs. Parmi les constituants majeurs, on trouve le thymol, le carvacrol, le linalol, le camphre,
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et dautres terpenes. Ces composés conférent aux huiles essentielles leurs propriétés
pharmacologiques.

Les propriétés antioxydantes des huiles essentielles de thym jouent un réle crucial dans la

protection des cellules contre les dommages oxydatifs causes par les radicaux libres. Cette activité
est essentielle pour la prévention de diverses maladies chroniques, notamment les maladies
cardiovasculaires et certains types de cancer.
Parallelement, I'activité antibactérienne des huiles essentielles de thym en fait des agents potentiels
pour le traitement des infections bactériennes, en particulier face a la montée de la résistance aux
antibiotiques conventionnels. Des études ont montré que les huiles essentielles de thym possedent
une large gamme d'activités antimicrobiennes contre divers pathogenes bactériens, y compris les
souches résistantes aux antibiotiques.

Thymus (famille des Lamiaceae) regroupe environ 400 especes de plantes herbacées perennes
aromatiques, érables ou semi-érables. Avec de nombreuses sous-especes, variétés, sous-especes et
formes. (Fatiha et al., 2023)

L'Algérie est célébre pour la richesse de ses plantes médicinales et sa diversité bioclimatique. Le
genre Thymus comprend plusieurs especes réparties dans toutes les zones du littoral algérien et
méme dans l'intérieur aride. (Saidj, 2006).

Le genre Thymus représente une ressource botanique polyvalente, alliant des qualités aromatiques

et médicinales. Son utilisation dans divers domaines, des cuisines aux secteurs pharmaceutiques,
en fait un sujet d'étude pertinent pour les chercheurs et les passionnés de plantes. Espéces
Représentatives Thymus vulgaris (thym commun), Thymus serpyllum (thym serpolet), Thymus
citriodorus (thym citron). La position systématique de thymus est la suivante :

. Embranchement : Spermaphytes

. Sous embranchement : Angiospermes
. Classe : Eudicots

. Sous classe : Astérides

. Ordre : Lamiales

. Famille : Lamiacées

. Genre : Thymus

Selon la flore de Quezel et Santa (1962) dans leur ouvrage "Nouvelle Flore de 1’Algérie et des
Régions Désertiques Meridionales”, les especes du genre Thymus présentes dans le secteur des
Hauts-Plateaux (H), le sous-secteur des Hauts-Plateaux constantinois (H2) et le secteur de I'Atlas
Saharien (AS), le sous-secteur de I'Atlas Saharien constantinois (AS3), incluant les Aurés, sont

des espéces endémiques :
2
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. Thymus saturejoides subsp. Commutatus Batt.
. Thymus pallidus Coss. Ex Batt.
. Thymus algeriensis Boiss. & Reut.

. Thymus ciliatus (Desf.) Benth. subsp. Ciliatus

Des recherches scientifiques sont nécessaires pour identifier et déterminer quelles espéces du
genre Thymus existent dans notre région.
Caractéristique botanique

Les espéces du genre Thymus se caractérisent par leurs petites feuilles aromatiques, leurs fleurs
en grappes de couleurs variées allant du blanc au rose, et leur capacité a s'adapter a divers
environnements, des plaines aux régions montagneuses. Le thym est traditionnellement utilisé
dans la cuisine méditerranéenne pour ses ardmes distinctifs et ses propriétés conservatrices.
Cependant, ses usages ne se limitent pas a la gastronomie. En phytothérapie, le thym est réputé
pour ses propriétés médicinales, notamment ses effets antiseptiques, antimicrobiens, antifongiques
et antioxydants.

Les thyms (Thymus) sont des plantes basses sous -ligneuses, pouvant atteindre 40 cm de hauteur.
Ils possédent de petites feuilles recourbées sur les bords de couleur vert foncé, et qui sont
recouvertes de poils et de glandes (appelés trichomes). Les trichomes contiennent I'huile essentielle
majoritairement composée de monoterpenes. Les calices et les jeunes tiges sont aussi couverts de
ces structures qui libérent I'essence par simple contact, bien qu'en plus faible densité sur les tiges.
Ses petites fleurs zygomorphes sont regroupées. (Soto-Mendivil et al., 2006).

Etude éthnobotanique

e Lethym est largement utilisé comme antiseptique, antiviral, stomacal et expectorant.

e L'infusion de thym peut étre utilisée en bain de bouche lorsque les gencives sont enflammées
et en bain de bouche lorsque la gorge est irritée ou a mal a la gorge. (ELC 2)

e Bon pour le systeme immunitaire.

e C'est I'une des herbes les plus utilisées dans la cuisine provencale.

e Riche en thymol, flavonoides et tanins, cette plante bienfaisante se retrouve dans nos

cosmétiques pour purifier, équilibrer et nettoyer en douceur les peaux et cheveux gras.
(ELC3)
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Le but de notre travail est I’étude de 1’activité antioxydante et antibactérienne des huiles
essentielles du genre Thymus
La partie expérimentale a été réalisée aux laboratoires du hall technologique, de 1’université
Abbés Laghrour — Khenchela, elle comprend toutes les techniques et les expérimentations a savoir
I’extraction de I’huile essentielle et 1’étude de 1’activité antioxydante d’huile essentielles de
thymus et I’activité antibactérienne par méthode de diffusion par disque, la technique de
microdilution pour déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) : et le teste synergie

entre huile essentielle et I’antibiotique .

1 Matériel végétal

D’apres la flore de Quezel et Santa I’espece étudier est présente dans la région d’ Aures dans les

zones H2 et AS3.

H2 : le sous-secteur des Hauts-Plateaux constantinois

Figure 1 : carte des sous-secteurs phytogéographique du nord
de I’Algerie

AS3 : le sous-secteur de I'Atlas Saharien constantinois incluant les Aurés

2 Préparation du matériel végétal

Notre étude a été menée sur un matériel végétal correspond a la partie aérienne composée des
rameaux, des feuilles et des fleurs de la plante. La récolte s’est effectuée le mois de mars 2024 au
niveau de la localité chechar wilaya de Khenchela. Le séchage s’est fait a ’ombre et a I'abri des

rayons solaires et de I'hnumidité pendant 15 jours.

4
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3 L’extraction de I’huile essentielle
L'huile essentielle de I'espece Thymus a été extraite a partir de la partie aérienne de I'espéce en

utilisant la méthode d'hydrodistillation dans un appareil de type Clevenger.

Cette approche repose sur l'action de la vapeur d'eau sur les composants volatils de I'huile
essentielle, puis cette derniere est condensée dans un réfrigérant afin de séparer I'eau de I'huile
essentielle aprés décantation. (Clevenger 1928). Les végétaux secs (100g) sont disposes dans un
ballon (1L) rempli a hauteur de 2/3 d'eau distillée. L'ensemble est mis a ébullition & une
température de 100°C pendant 3 heures.
3.1 Calcul du rendement en HE
Selon (Carre, 1953), le rendement en huile essentielle correspond a la relation entre le poids de
I'nuile essentielle extraite et le poids des parties de la plante a traiter. Le pourcentage de

rendement est représenté par la relation suivante

RHEs%=P1/P2x 100

» RHEs% : rendement de I’huile essentielle en pourcentage.

» P1: poids de I’huile essentielle en g.

» P2:Poids des parties utilisées de la plante en g.

4 Etude de activité antioxydante

Selon la définition, l'activité antioxydante correspond a la capacité de I'extrait ou du composé a
entraver le processus d'oxydation ou a inhiber la formation d'un radical libre. Différentes
techniques sont utilisées pour évaluer sa qualité en utilisant la coloration et la décoloration de la
solution dans une longueur d'onde spécifique (Kalla, 2012).

L'huile essentielle de thymus a été analysée pour son activité antioxydante en utilisant la méthode
de piégeage des radicaux libers DPPHe (2,2 diphényle-1 -picrylhydrazyl).
4.1 Principe

Le radical organique stable 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH°® C18 H12 N5 O6) est un
composé chimique. La stabilité de cette situation est causée par la migration des électrons libres
au sein de la molécule (Molyneux, 2004). Le fait qu'il ait un électron non apparié lui confere sa
stabilité. Par rapport a un atome du pont d'azote. Au violet, qui absorbe a une longueur d'onde de
517 nm.
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4.2 Protocole

Chague dilution de I'huile essentielle a été mélangée avec 1800 ul de la solution de méthanol de
DPPHe- a une teneur en DPPHe de 0.0024% (p/v) dans des tubes a essai secs. Apres 30 minutes
d'incubation a température ambiante et dans I'obscurité, on a mesuré I'absorbance & une longueur
d'onde de 517 nm. Le contrble positive est constitué de 200 pul de DMSO et de 1800 ul de la
solution de DPPH+ comme contréle. La surveillance négatif DMSO.

4.3 Expression des résultats

L’activité anti radicalaire ou le pourcentage d’inhibition (I %) est estimé selon la formule suivante

| % = (AbsBlanc-Abstest)/ (AbsBlanc) x 100

» | % : pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH.
» Abs Blanc : absorbance du control positif lue a 517 nm.
> Abs Test : absorbance de 1’échantillon lue & 517 nm.

Le parametre CI50 (concentration inhibitrice a 50%) est calculé en utilisant la courbe tracée a
partir des concentrations en huile essentielle et de DPPH+DMSO, en fonction du pourcentage
d'inhibition du radical DPPH (Khoudali et al.,2014)

5 Etude de P’activité antibactérienne

5.1 Les souches bactériennes testées
Les huiles essentielles ont été testées pour leur activité antibactérienne en utilisant trois souches
bactériennes Gram + : les bactéries de Staphylococcus aureus ATCC25923, les bactéries Gram - :
Pseudomonas aeruginosaATCC27853, et les souches d'Escherichia coli ATCC25922.

5.2 Préparation des milieux de culture

Les milieux de culture utilisés pour la réalisation des tests antibactériens sont les Suivants :

» L'utilisation de la gélose nutritive pour employer les souches bactériennes.
» L'utilisation de la Mueller Hinton est étudier la sensibilité des bactéries aux huiles
essentielles.
5.3 Préparation de la gelose Mueller-Hinton (MH)
38 grammes de poudre (MH) ont été pesés et ajoutés a 1 litre d'eau distillée. Ensuite, le mélange a
été homogénéisé et chauffe en agitant. Il est nécessaire de mettre le mélange a ébullition pendant

environ une minute et de le répartir en tubes ou flacons stériles, puis de les stériliser.



Matérrel et Méthodes

L'autoclave chauffe les tubes a 121°C pendant 15 minutes, puis les laisse refroidir. Aprés avoir
atteint une température inférieure a 60°C, le milieu préparé a été versé dans des boites de pétri et
conserve au réfrigérateur a une température de 2-8 °C.
5.4 Préparation de la gélose nutritive (GN)

Dans un litre d'eau distillée, nous avons ajouté 28 grammes de gélose nutritive en poudre. Nous
avons chauffé le mélange a ébullition afin de dissoudre complétement le milieu a l'aide d'un
agitateur. Ensuite, nous avons réparti le mélange en tubes et stérilisé pendant 15 minutes. Suite a
La GN a été refroidie a 45-50 °C, puis elle a été versée dans des boites de Pétri (jusqu'a ce qu'elle

se solidifie) et conservée au réfrigérateur a une température de 2-8°C.

5.5 Préparation de I’eau physiologique
Nous avons pesé 2,7 grammes de poudre (NACL) et I'avons ajoutée a 0,3 litre d'eau distillée.
Ensuite, nous avons mélangé de maniere homogeéne et chauffé le mélange en agitant. Ensuite, nous
avons réparti le mélange en tubes ou flacons stériles et les avons stérilisés a I'autoclave a 121°C
pendant 20 minutes, laisser refroidir puis stocker au réfrigérateur a une température de 2-8
°C.

5.6 Repiquage des souches bactériennes

Les cultures jeunes en phase de croissance exponentielle ont été soumises a une activité
antibactérienne. Le repiquage des trois souches bactériennes est réalisé en prenant un volume qui
couvre la boucle de I'anse de platine de chaque culture, puis en les ensemencements par stries sur
des boites de pétri contenant de la gélose nutritive (GN), tout en travaillant dans des conditions

aseptiques. Ensuite, elles sont incubées a une température de 37°C pendant 24 heures. (Figure 2)
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Figure 2: préparation de Repiquage des souches bactérienne

5.7 Préparation de la suspension bactérienne
En utilisant une anse de platine stérile et en utilisant les cultures jeunes préparées précédemment,
nous avons isolé chaque culture de maniére soigneusement et les avons placées dans un tube a

essai contenant 9 ml d'eau physiologique stérile. Ensuite, nous avons réalisé une vortex
5.8 Préparation des disques

Préalablement, les disques utilisés pour étudier I'activité antibactérienne par diffusion sur disque
ont été préparés en utilisant du papier filtre qui est découpé en disques de 6 mm de diametre.
Ensuite, ces disques sont placés dans un tube Eppendorf pour étre stérilisés. A l'autoclave pendant
une durée de 25 minutes a une température de 120°C.

5.9 Préparation de la dilution d’huile essentielle

» Solution meére : représente 60 uL d’huile pure

» Dilution 1/2 : représente 60 uL d’huile + 60 uL DMSO

» Dilution 1/4 : représente 50 uL de la solution précédente + 50 uL. DMSO
» Dilution 1/8 : représente 35 uL de la solution précédente + 35 uL. DMSO

Figure 3: la dilution d’huile essentielle

8
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5.10 Méthode de diffusion par disque

Les huiles essentielles employées proviennent de la plante thymus. L'activité antibactérienne des
huiles essentielles de la région de chechar a été analysée en utilisant la méthode de
I'aromatogramme (diffusion par disque) décrite par (Khribch et al.,2018). Cette méthode implique
I'utilisation de boites de Pétri contenant la gélose Muller Hinton préalablement coulée.

Ainsi, chaque écouvillon stérile est ensuite immergé dans une suspension bactérienne (les 3
suspensions bactériennes précédentes), puis essoré en le pressant fermement sur la paroi interne
du tube pour maximiser la décharge. L’ensemencement est réalisé. En effectuant des stries serrees
et en répétant I'opération trois fois, la boite est tournée de 60° a chaque fois et passe sur la
périphérie de la gélose. Ensuite, les boites ont été laissées a température ambiante pendant 15
minutes. Par la suite, en utilisant une pince stérile, nous avons placé un disque stérile de papier
filtre au centre de chaque moitié de la boite a pétri, puis nous avons ajouté 10 pl d'huile essentielle
a l'aide d'une micropipette. La procédure est réalisée pour chaque dilution d’huile essentielle, de

méme.

Les micro-organismes seront généralement classés en fonction des diameétres des zones
d'inhibition, mesurés en millimétre (mm) selon une régle graduée. On distingue donc des souches
(-) résistantes : avec un diametre inférieur a 8 mm, modérément sensibles (+) pour un diametre de
8 a 14 mm, sensibles (++) si le diametre est compris entre 14 et 20 mm et trés sensibles (+++) pour
les diameétres supérieurs a 20 mm. Cette échelle a été employée pour évaluer la sensibilité des
souches bactériennes & nos chaque dilution d’huiles essentielles étudiées (Franchomme et al.,
2001 ; Durrafourd et al., 2002).

6 Etude de micro-dilution en milieu liquide

Pour nos recherches sur I'HE, nous avons tiré notre inspiration de cette méthode. Cette méthode
implique d'inoculer, a l'aide d'un inoculum standardisé, une variété de concentrations en huile
essentielle qui diminuent progressivement. L'observation de la gamme aprés I'incubation permet
d'atteindre la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI), qui est la concentration en huile
essentielle la plus faible capable d'inhiber la croissance bactérienne.
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Utilisez une pince stérile pour appliquer les disques imbibés d'huile essentielle sur la face de la

gélose MH et laisser incuber pendant 24 heures a une température de 37°C.

Les résultats sont représentes par des indicateurs en fonction de la sensibilité des souches a I'HE.

Tableau 1: résistance résistance et sensibilité des bactéries vis-a-vis des huiles essentielles

SENSIBILITE DE LA SOUCHE DIAMETRE DE LA ZONE D’INHIBITION
SENSIBLE (++) ‘ Supérieur ou égal & 15 mm
INTERMEDIAIRE (+) ‘ Inférieur & 15 mm
RESISTANT (-) ‘ Inexistant

7 Test de synergie entre I’huile essentielle thymus et les antibiotiques
Afin de le réaliser, nous avons employé les techniques mentionnées précédemment pour

rechercher l'effet synergique d’huile essentielle thymus. Différentes séries d'aromatogrammes

10
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ont été effectuées en combinant différentes combinaisons choisies en fonction des zones

d'inhibition qui pourraient donner les résultats les plus satisfaisants.

Une interaction entre des antimicrobiens est considérée comme additive lorsque [l'effet
combiné est égal a la somme des substances individuelles. On peut parfois qualifier I'additivité
d'indifférence car il n'y a pas d'interaction entre les individus. Recherches sur les antimicrobiens
(White et al., 1996). Un effet est considéré comme synergique lorsqu'il est plus élevé que la
somme des effets des deux substances individuelles. On parle dantagonisme lorsque l'effet

combiné est inférieur a celui de la somme des substances individuelles (Bhat & Ahangar, 2007).

7.1 Etude de Passociation « huiles essentielles / antibiotiques » par la méthode
des disques

La méthode employée pour évaluer I'efficacité antibactérienne de l'association HE/ATB est
celle de diffusion sur un milieu solide, en utilisant deux souches gram+ : les bactéries
de Staphylococcus aureus ATCC25923 et gram- : les souches d'Escherichia coli ATCC25922.
Dans cette optique, deux antibiotiques ont été évalués, a savoir : l'oxacilline (25ug) (Figure

4) et la gentamicine.

Chague boite MH est ensemenceée par la souche d'intéréts et contient un disque d'antibiotique
au centre(témoin). Ensuite, quater disque d’huile de thymus de différentes concentrations (goutte
10 pL) sont déposes sur chaque boite contenant. L’antibiotique. Les boites sont exposées a une

température de 37 °C pendant 24 heures.
Les données ont été analysées comme suit :

> Indifférence : les deux zones d’inhibition de I'HE seule et de I’association
HE/ATB restent inchangées.

> Antagonisme : la zone d’inhibition de I’association HE/ATB est moins importante
que celle de I’HE toute seule.

» Synergie : la zone d’inhibition de 1’association HE/ATB est plus importante que

celle de I’HE toute seule.

11



Matérrel et Méthodes

Figure 4 : antibiotique I'oxacilline

12
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Résultats et Discussion

1.Rendement

Les plantes ont été séchees a I'air libre et I'huile essentielle a été extraite par hydrodistillation dans

un appareil de type Clevenger. Une huile de couleur jaune péle a été obtenue.

Le rendement en huile essentielle correspond a la relation entre le poids de I'huile essentielle
extraite et le poids des parties traitées de la plante (Carre,1953). Dans notre étude le rendement
obtenu est de 1.04%. Cette valeur est largement plus importante que celle trouvée par (Hazzit et
al., 2009), (Amarti et al., 2009) qui ont rapporté des valeurs de 0,4% et 0,3% respectivement. En
revanche, notre valeur parait plus faible comparée a celles rapportées par (Dob et al.,2006) et
(Zayyad et al.,2014) qui ont trouvé des rendements de 1,13% et 2,96% respectivement. Clea varie

selon la région.

2.L’activité antioxydante des huiles essentielles de thymus

L’activité antioxydante

On peut observer les résultats de capture de ce radical grace a la dilution des huiles essentielles

La variation du pourcentage de réduction de DPPH en fonction de la dilution de I'huile
essentielle de thymus est illustrée sur la (Figure 05). Les graphiques indiquent clairement que le

taux d'inhibition ou de piégeage des radicaux libres DPPH est élevé.

L'évaluation et la comparaison de l'efficacité de nos échantillons sont facilitées par la
détermination de la CI50 (57.30 ul) , qui a été calculée en utilisant la méthode de régression

linéaire. Les résultats obtenus sont mis en évidence.

Selon (Gulcin et al., 2010), I'activité anti-radicalaire revét une grande importance en raison de
I'impact néfaste des radicaux libres sur l'industrie alimentaire et les systéemes biologiques. La
méthode du radical de DPPH, qui est employée dans cette étude, est une méthode courante ou Le
degré de décoloration de la solution de DPPH permet d'évaluer l'activité antioxydante de
I'échantillon étudié. Selon (Gulcin et al., 2010), ce chromogéne violet est simple a utiliser, tres
sensible, permet une analyse rapide de I'activité antioxydante d'un grand nombre d'échantillons et

fournit des résultats reproductibles.
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vy = -7,5723x + 55,348
50 R2 = 0,8802

DPPH Inhibition (%)

1 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32

Figure 5: Courbes représentant les pourcentages d’inhibition du radical DPPH en fonction des
différentes dilutions des fractions des huiles essentielles de thymus

3.Activité antibactérienne

3.1 Choix des souches
Pour I’étude de I’activité antibactérienne on a choisi trois souches bactériennes pathogenes de
I’ATCC (American Type Culture Collection), qui ont été entretenues par repiquage sur gélose
nutritive pendant vingt-quatre heures a 37 °C. Il s’agit d’une bactérie Gram+ Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), et deux bactéries Gram- Escherichia coli (ATCC 25922), et Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853).

3.2 Aromatogramme
La méthode de diffusion en milieu gélosé ou aromatogramme est utilisée pour 1’é¢tude de ’activité
antibactérienne. Le résultat est exprimé par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition de
croissance ou les bactéries n’ont pas pu se développer. Ce diamétre d’inhibition traduit 1’activité
antibactérienne de I’huile essentielle ou ses dilutions. La technique utilisée estune modification de
la méthode de (Hayes & Markovic, 2002). On a utilisé un antibiotique I’oxacilline qui est la

gentamycine comme témoin positif.
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Les diametres d'inhibition sont mesurés a I'aide d'un pied a coulisse et les valeurs obtenues sont

regroupés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 2:diametres d’inhibition (mm) de | ‘activité antibactérienne de chaque dilution d huile essentielle

Zone d’inhibition
(mm)
Souches Huile Huile Huile Huile
Bactériennes essentielle essentielle essentielle essentielle | Gentamycine
Pure au 1/2 au 1/4 au 1/8
Staphylococcus
aureus 21.37 15.48 22.02 15.31
<8
Pseudomonas
aeruginosa 10.91 8.01
<8 <8 <8
Escherichia
coli 8.30 14.09
<8 <8 <8
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Les résultats présentés dans le tableau mettent en évidence une activité antibactérienne significative
de I'huile essentielle diluée au 1/2, 1/4 et 1/8 sur des souches bactériennes de Staphylococcus aureus
alors que I'huile pure présente une activité trés faible de diamétre < 8. La valeur de la zone
d'inhibition la plus élevée 22,02 mm est obtenue avec I'huile essentielle diluée au 1/8, suivie de
celle diluée au 1/2 avec un diamétre de 21,37 mm et finalement une zone d'inhibition de 15,48 mm
pour I'huile diluée au 1/4. On peut conclure que Staphylococcus aureus est sensible a notre huile
essentielle diluée. En effet en solution aqueuse I'huile pénétre facilement a I'intérieure de la cellule

bactérienne et la détruit.

La présence des terpénes oxygénés en particulier des monoterpénes oxygénés dans la
composition des huiles essentielles pourrait étre responsable de I'activité prononcée des huiles
(Akroutetal., 2010 ; Taranetal., 2010 ; Ben Marzoug et al., 2011 ; Bencheqroun et al.,2012).
Les terpénes ont également montré des propriétés antimicrobiennes qui semblent avoir de forte a
modérée activité antibactérienne contre les bactéries Gram positives et contre leschampignons
pathogénes, mais en général, une faible activité a été observée contre les bactéries Gram négatif
(Hada et al., 2003)

Pour les souches de Pseudomonas aeruginosa I'huile extraite est efficace a I'état pure et diluée au
1/8 avec un diamétre d'inhibition de 10,91 mm et 8,01 mm respectivement alors qu'elle présente
une faible activité de diametre < 8 lorsqu'elle diluée au 1/2 et 1/4. Pour les souches d’Escherichia
coli I'huile est efficace seulement a I'état diluée au 1/8 avec une faible zone d'inhibition de 8,30
mm L’absence de I’activité antibactérienne pourrait s’expliquer par la résistante développée de
quelques souches qui réagissent différemment a diverse huiles essentielles : c’est le cas de
Pseudomonas aeruginosa. Cette bactérie possede une résistance intrinseque aux agents biocides,
en relation avec la nature de sa membrane externe ; cette derniere est composée de
lipopolysaccharides qui forment une barriere imperméable aux composés hydrophobes. En
présence d’agents perméabilisant de la membrane externe, des substances inactives contre
Pseudomonas aeruginosa deviennent actives (Mann et al., 2000). 1l semble que cette souche se

révele résistante a un trés grand nombre d’huiles essentielles (Hammer et al., 1999).
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On peut expliquer ce résultat par la structure de la paroi bactérienne qui est 8 Gram positif épaisse
et rigide chez Staphylococcus aureus. En revanche chez les bactéries & Gram - Pseudomonas
aeruginosa et Escherichia coli, le peptidoglycane est tres fin et associé a une enveloppe externe
complexe définissant un espace périplasmique. Cette membrane externe est une bicouche lipidique
asymétrique hydrophobe constituée de phospholipides, de protéines (Porines) et de
lipopolysaccharides (LPS). L'espace périplasmique est rempli d'enzymes qui dégradent les
substances complexes pour qu'elles puissent traverser la membrane cytoplasmique, et inactivent

les produits chimiques toxiques (Antibiotiques).

La résistance des bactéries a Gram négative aux macrolides et aux glycopeptides surtout la
gentamycine et est due a l'incapacité de ces molécules a franchir la membrane externe (Zaika,
1988 ; Sharif et al., 2009 ; Boukhatem et al., 2014 ; Russo et al., 2015).

(Chemat et al.,2012), ont démontré que I'huile essentielle de T. algeriensis a une activité
bactéricide supérieure a celle de notre huile essentielle contre P. aeruginosa et S. aureus. Des
zones d'inhibition de 75 et ont été signalées. 60 mm de chaque c6té. Selon (Pirbalouti et al.,2011),
il semble que S. aureus et P. aeruginosa soient moins sensibles que nos souches a I'égard des huiles

essentielles de Thymus daenensis (20,3 et 16,6 mm respectivement).

Selon (Rota et al., 2008), les huiles essentielles de T. zygi ont une activité remarquable contre S.

aureus.

Contrairement a notre étude, (Chemat et al., 2012) ont découvert que E. coli est sensible aux
huiles essentielles de T.algeriensis, avec un diamétre d'inhibition d'environ 46 mm. D'autres études

menées sur d'autres espéces de thymus ont également révélé une sensibilité a E. coli.

17



Résultats et Discussion

L’inhibition a un diamétre de 17,6 mm (Pirbalouti et al., 2011). On peut expliquer ces résultats

par la disparité des composés chimiques des huiles essentielles des différentes espéces de thymus.

Zone de croissance

Zone d'inhibition

Figure 6: Effet de [’huile essentielle sur la croissance bactérienne d’Escherichia coli

3.3 Test de synergie entre les huiles essentielles et les disques d'antibiotiques

L’association des huiles essentielles aux antibiotiques peut étre employée pour augmenter le
spectre antibactérien (Fadli et al., 2012), empécher I'apparition des mutants résistants, réduire au
minimum la toxicité et minimiser les effets secondaires de I'antibiotique (Lv et al., 2011). Cette
association pourrait étre une alternative a la monothérapie pour des patients présentant des
infections envahissantes difficile a traiter, comme ceux dues aux espéces multi résistantes
(Aiyegoro & Okoh, 2009).

Dans ce contexte, nous avons étudié l'association de notre huile essentielle avec deux
antibiotiques a savoir lI'oxacilline et la gentamycine sur deux souches bactériennes Staphylococcus
aureus ATCC 25923 et Escherichia coli ATCC 25922. Les résultats obtenus sont présentés sur

les figures ci-dessous.
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Figure 7: Témoin avec [’antibiotique Figure 8: Effet de [’association des HE
gentamicine vis-a-vis de S. aureus avec l'antibiotique gentamicine vis-a-
vis de S. aureus

Figure 10 : témoin avec I ’antibiotique

T Figure 9 : Effet de [’association des HE avec
oxacilline vis-a-vis de S. aureus

I'antibiotique oxacilline vis-a-vis de S. aureus

Génes de résistance aux antibiotiques et de développer des mécanismes de régulation pour s’adapter a
des concentrations croissantes d’antibiotiques. La souche bactérienne utilisée pour notre étude est
résistance a la gentamycine et a l'oxacilline. Les souches de S. aureus possédant le gene mecA sont
résistantes a toute la famille des P-lactamines, notamment a I’oxacilline. L'association de notre huile
essentielle de thymus avec la gentamycine contre Staphylococcus aureus a donné relation synergique.

En revanche, il y’a une relation d’indifférence lors de 1’association avec l'oxacilline.
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\.

Figure 13 : Effet de [’association
Figure 11 : Témoin avec la des HE avec la gentamicine vis-a-vis
gentamicine vis-a-vis de E. coli de E. coli

Eiggre_ 14 : témoin avec I'oxacilline Figure 12 : Effet de [’association des HE
vis-a-vis de E. coli avec ['oxacilline vis-a-vis de E. coli

Escherichia coli est naturellement résistante a I'oxacilline, le résultat obtenu est a cause de I'action
antibactérienne de notre huile essentielle. D'autre part, on observe un effet d'indifférence lors de

I'association de gentamicine avec notre huile essentielle.
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L'objectif de cette étude est d'évaluer I'efficacité antioxydante, l'activité antibactérienne de
I'nuile essentielle (HE) de thymus collecté dans la wilaya de khenchela. Cette étude a abouti aux

résultats suivants :

L’hydrodistillation des thymus (tiges, feuilles et fleurs) a donné un rendement en huile essentielle,

cumulatif de 1.04 %.

Le test de DPPH a démontré que les fractions des huiles essentielles ont une activité antioxydante
remarquable et ont réussi a capturer le radical libre DPPH. La valeur de CI50 obtenue pour la
(57,30 pl).

Les résultats de I'activité antibactérienne démontrent que I'huile essentielle présente une activité
inhibitrice significative contre deux souches (S. aureus et P. aeruginosa), avec des diametres
d'inhibition de (22,02 mm et 10,91 mm respectivement). La souche E. Coli a démontré une

résistance a I'huile essentielle de thymus.

Des études ethno-pharmacologiques modernes confirment de nombreuses utilisations
traditionnelles du thym. Les composés actifs tels que le thymol et le carvacrol, présents dans les
huiles essentielles de thymus, ont démontré des activités antimicrobiennes et antioxydantes
significatives. Ces découvertes scientifiques appuient les usages traditionnels et ouvrent la voir a
des applications thérapeutiques modernes, notamment dans le traitement des infections résistantes

aux antibiotique et la gestion du stress oxydatif.

Les résultats obtenus, qui sont d'autant plus prometteurs, laissent entendre que la lutte contre les
différentes infections, que ce soit en mono, bi ou trithérapie, serait extrémement intéressante. Ces
résultats indiquent également que les huiles essentielles offrent un potentiel intéressant pour la
recherche de molécules antibactériennes novatrices dans leurs mecanismes d'action. Il serait donc
essentiel de mener des recherches sur la composition chimique des huiles, afin de repérer et de
préciser les divers principes actifs et de mieux appréhender leurs modes d'action. De la méme
maniere, il est conseillé d'associer les huiles essentielles aux antibiotiques afin d'approfondir la
recherche dans ce domaine et d'élaborer une formule médicamenteuse qui associe les antibiotiques
aux huiles essentielles, dans le but de combattre les bactéries qui montrent une aversion envers les

agents antibactériens.

En conclusion, I’étude de I’activité antioxydante et antibactérienne des huiles essentielles du genre

thymus offre des perspectives prometteuses dans le domaine de la recherche biomédicale.
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Les propriétés pharmacologiques de ces huiles essentielles peuvent avoir des applications
potentielles dans divers secteurs, de la médecine a 1’industrie alimentaire, offrant ainsi une

exploration continue des bienfaits de ces plantes traditionnelles.
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