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Abstract

Thymus algeriensis a medicinal plant belonging to the familyl@miaceaeknown
by various therapeutic properties. The objectivewfstudy is to evaluate the antioxidant and
antibacterial activities of the essential oils (E®)Thymus algeriensign comparison with

vitamin C.

Extraction of the essential oils was carried outhggrodistillation. The antioxidant
activity of Thymus algeriensis EO and vitamin C was evaluated by the use oXRPH free
radical reduction method and IC50 was determinettibActerial activity was tested on 06
bacterial strains : 04 Gram-negative strains (2 E$@. aeruginosa, E. coliand 02 clinical

isolates E. col)) and 2 Gram-positive strains (& aureusATCC).

The EO yield ofT. algeriensiswas 0.78%. The study of the antioxidant activity
shows that the EO OF. algeriensishas a relatively effective antioxidant activityC(b0 =
434.9qug / ml) compared to that of Vitamin C (IC50 = 1134, ug / ml). The antibacterial
activity shows thafl. algeriensis’'seO is very active on both strains 8f aureusand P.

aeruginosaOn the other hand, df. coli strains were resistant to EODfalgeriensis.

Key words: Essential oil,Thymus algeriensjsantioxidant activity, antibacterial activity.



Résumé

Thymus algeriensisst une plante médicinale appartenant a la fagéditamiacées
connue par des propriétés thérapeutiques variéelsjettif de notre étude est d’évaluer les
activités antioxydantes et antibactériennes dds$essentielles (HE) dihymus algeriensis

en comparaison a la vitamine C

L’extraction des huiles essentielles a été réalisae hydrodistillation.
L’activité antioxydante des HE dlu algeriensiset de la vitamine C a été évaluée par
I'utilisation de la méthode de réduction du raditibfe DPPH et les CI50 ont été
déterminées. L’activité antibactérienne a été &esté 06 souches bactériennes : 4
souches Gram négative (2 ATCE. (@eruginosaE. coli) et 02 isolats cliniques(

coli) et 2 souches Gram positive$2aureuATCC).

Le rendement en HE dO. algeriensisétait de 0,78%. L'étude de l'activité
antioxydante montre que I'HE dd. algeriensis possede une activité antioxydante
relativement efficace (Cl 50 =434,96ug/ml) compagéeelle de la Vitamine C (IC50 =
114,31ug/ml). L'activité antibactérienne montre ditE du T.algeriensisest tres active sur
les deux souches @&aureust surP. aeruginosakn revanche, toutes les souchds doli se

sont montrées résistantes vis-a-vis de 'HE dalgeriensis

Mots clés : Huile essentielle, Thymus algeriensis,activit¢ antioxydante, activité

antibactérienne.
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INTRODUCTION



| ntroduction

Les plantes médicinales largement utilisées par aro®tres et jusqu’a
aujourd’hui, elles synthétisent des molécules autesa qui constituent ce qu’on
appelle, les huiles essentielles (HE) ou essenaesant des liquides odoriférants
d’'aspect fluide a épais et de couleurs variabldsnskes plantes dont elles sont
extraites. Elles sont, sécrétées par des cellplasaisées se trouvant aussi bien dans
les feuilles, les fleurs, le bois, les racines, desines. Elles représentent une source
promoteuse des molécules ayant des propriétésgmoles et pharmacologiques

intéressante@Buchbauer, 2011).

La fonction antibactérienne des (HE) est utilisépuis des siécles mais n'a
été reconnue que récemment, découverte scientifigmeau XX™ siécle par le Dr.
Gtéfossé, son utilisation s'est développée pouerewepuis une trentaine d'années
des véritables alternatifs aux antibiotiques chueigent synthétiséesittp://tpe-
huile essentielle. De méme L'activité antioxydante des HE de divepantes a fait
I'objet de plusieurs études récenfeado et al., 2004). Leur réle dans la prévention
de plusieurs maladies chroniques impliquant lesstoxydant a été prouwe vitro et
in vivo (Stanojevic et al., 2013 ; Zouari et al., 2015).

Notre plante d'étudé&.algeriensisest une plante appartenant a la famille des
Lamiacéesd'une large adaptation dans tout type de mdiabondement utilisée dans
la médecine traditionnelle. Elle a des multipleoppietés antiseptiques, anti-
inflammatoires et vermifugeg$iazzit et al., 2007). Les HE essentielles de cette plante
présentent une composition chimique riche et vaeéecidée dans plusieurs études
(Amrati et al., 2010).

A I'égard aux intéréts portés a cette plante, é&sgmte étude a visé comme
objectif d'étudier les activités antioxydantes aitikmctériennes des HE du
T.algeriensisen comparaison a la vitamne C connue pour sa cgrable activité

anti-oxydantePour traiter cet objectif, ce travail sera prédexetmme suit:

* Une synthese bibliographique qui mettra la lum&reT. algeriensis|es HE
essentielles et les activités biologiques.
* Une partie expérimentale ou seront exposés le mhtét les méethodes

utilisés, les résultats et leur discussion et WwreElkision
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I.1. Présentation deThymus algeriensis
[.1.1. Famille des Lamiacées

La famille des lamiacées (Lamiaceae) ou Labiéebiétae) est I'une des familles les
plus utilisées comme source mondiale d’épices extdiits a fort pouvoir anti microbien,
anti-inflammatoire et antioxydanfGherman etal., 2000 ; Hilanet al, 2006).Cette famille
comprend prés de 6700 espéeces, regroupées dameneB8D genresMiller et al, 2006).
Les labiées sont des arbustes, sous arbrisseaydapoies herbacées, en général, odorantes
reproducteurs d’huiles essentielles largement mpautour du monde et dans tout type de
milieu (Zghib, 2013). Les plantes de cette famille sont a tiges quadiairgs, feuilles en
général opposées sans stipules. Fleurs pentamergengral hermaphrodites. Calice (les
sépales) a cing divisions. Corolle (les pétales)général bilabiée longuement tubuleuse
constituée de 4-5 lobes subégaux ou a une seuts lévre inferieure trilobée, la supérieure
bilobée. Les étamines sont quarte, la cinquiemie mwl tres réduite, parfois deux étamines et
deux staminodes. Ovaire super a carpelles origimalht biovulés, ensuite uniovulés par la
constitution d’'une fausse clois¢8otoet al, 2006).

Les especes les plus citées s@dtivaofficinalis(Fellah et al.2006) Menthaspicata
(Cheoudhhury et al.2006), Origanumvulgare(Dimitrijevic et al., 2007 Rosmarmarinus
officinalis (Gachkar et al, 2007).Ocimum basilicurrainsi que de nombreuses espéces du
genre Thymus qui ont été abondement étudiéesThymus vulgaris, Thymus serpylum
(Elhabazi et al.,2006 ; Rotaet al, 2008).

[.1.2. GenreThymus

Thymusest un genre de plantes (couramment appdléga ou serpoled) de la
famille des Lamiacées. Ce genre comporte plus Bee8peces. Ce sont des plantes rampantes
ou en coussin et portant de petites fleurs rose @alblanchegFigure 01). Ces plantes sont
riches en huiles essentielles et a ce titre fonttigpades plantes aromatiques

(http://fr.wikipedia.org/w/index.php).
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Figure 01 Le genrelThymusghttp: //www.tela-botanica.org)

1.1.3. Répartition de Thymus
[.1.3.1. Dans le monde

Le genre deThymusest I'un des 220 genres les plus diversifiés dansmbnde,
appartient a la famille des lamiacées. La partieidentale du bassin méditerranéen est le
centre de diversité de ce gerite genreThymusest inclus dans les continents Euro-Asiatique
il existe pres de 350 especes de thym répartie® diturope, I'Asie de Il'ouest et la
méditerrané€Morale, 2002) C’est une plante trés répandue dans I'Ouest dd-afvicain
(Maroc, Tunisie, Algérie et Libye), elle pousse légent sur les montagnes d’Ethiopie et
d’Arabie du sud-ouest en passant par la péninsul&idai en Egypte. On peut la trouver
également en Sibérie et méme en Himal@ab et al.,2006).

1.1.3.2. En Algérie

En regard de sa superflue et sa biodiversité Iomatigque L'Algérie est reconnue par
sa richesse en plantes médicinal&adjah, 1978). Cette richesse est associée a une
originalité sur le plan systémique (nombreuses tpianendémiques), sur le plan
phytochimique (spécifié des substances bio symsheét) et sur le plan pharmacologique. Le
thym en Algérie comprend plusieurs espéces, itggmirtie dans tous le littorale et méme dans
les régions internes jusqu’aux zones arides, il fEsjuent dans le nord algérien et est

rencontré de fagcon anarchique de part et d’audnes tes broussailles, pelouses rocailles et les

5
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montagnes. Ce genre développe spontanément, cas@giar une morphologie extrémement
ciliée Mohemmdi, 2006).Ce tableau présente une répartition de quelqueEsces de thym
en Algérie Gaidj, 2007).

Tableau 01: Localisation de quelques espéces de tiys en Algérie(Saidj, 2007).

Espece Découverte par Localisation
Thymus fontenessi Boiss et Reut Commun dans l'Atlas tellien.
Thymus munbyanus Boiss et Reut Endémique dans le secteur nord
d’Algérie.
Thymus hirtus Willd Commun sauf sur le littoral.
Thymus commutatus Battandier Endémique en Oran.
Thymus numidicus Poiret Assez rare dans :
-Le sous secteur de I'Atlas
Tellien.

-La grande et la petite Kabylie.

-De Skikda aux frontiéres
Tunisiennes.

-Tell Constantinois.

Thymus algeriensis Boiss et Reut Tres commun dans le sous
secteur des hauts plateaux
Algérois et Oranais.

[.1.4. Espécerhymus algeriensis
[.1.4.1. Description morphologique

Thymus algeriensisst un sous arbrisseau pouvant atteindre plusdam2de long
(Figure 02), d’'une odeur forte, aromatisante tres agréablgéfiade de floraison s’étale du

mois d’Avril jusqu’au mois de Juillet. Cette plargst composée de :
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Figure 02Morphologie duThymus algeriensi@Bessidik et Khenfer, 201%

-Tige: Les tiges dehymus algeriensisont ligneuses et gréles plus ou moins dresséslet,v
recouverts par des feuilles oppos@gsihadi et Ayat, 2011).

-Feuilles: Elles sont florales sessiles ou courtement pésoléécussées, Les thyms possedent
de petites feuilles recourbées sur les bords dieegouerte foncée, et qui sont recouvertes de
poils et de glandes appelées *trichomes*. Les dnobs contiennent I'huile essentielle

majoritairement composée de mono terpéSesoet al,2006).

-Fleurs: Elles sont rosées, floriferes courtes et étroitesdBpassant 15x12 mm, elles

groupées en épis, de couleur violette, pale, avatrg étamines didynam@suy, 2005).
[.1.4.2. Nomenclature
-Nom botanique : Thymus algeriensiBoiss et Reut.

-Noms locaux :se differe d’une région a une autre en Algérie zangech, hamzoucha,

Z’hitra, rebba, djouchchen, azouKhttp://www.vitaminedz.org/thym/)
1.1.4.3. Systématique de la plante

D’apresQuezel et Santa (1963yhymus algériensi®st une espéce qui appartienne a-
-RégnePlantae

-EmbranchementSpermaphytes
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-Sous embranchemenfngiospermes
-Classe Eudicotes

-Sous classeAstérides

-Ordre :Lamiales

-Famille :Lamiacéees

-Genre ‘Thymus

-Espece Thymus algeriensis

[.1.5. Utilisations de thym

Le thym est une plante médicinale largement uéfi®@r ses propriétés illimitées
méme dans les domaines agro- alimentaires et mellet (cosmétique).
En phytothérapie:
> Le thym est un stimulant digestif utile dans le maa d'appétit et la digestion
pénible(Guy, 2005).
> La listerine qui est une solution constituée d’'H&EtHym et d’eucalyptus possede
une grande activité bactéricide sur les microoaside la salive et de la plague
dentairg(Kato et al.,1990)
» C’est un antiseptique de lintestin et des bronchd®wlagogue, balsamique et
expectorant. En infusion, il combat la coqueluchia ¢éoux(Colette Keller, 2004).
> Les propriétés antivieillissement et antioxydamtegshym ont été mises en évidence
par les scientifiquegttp://www.doctissimo.fr).
> |l posséde des propriétés vermifuges, antivira@sifongiques, antinflammatoires
et antibactériennegliminez-Arellanesetal., 2006).
» L'huile essentielle de thym inhibe la croissancecelkules cancéreuses humaines
(Serteletal., 2011).

Dans I'agro-alimentation

» Le carvacrol, un composé principal de thym exeree action antimicrobienne bien
distinguée, est additionné a différents produitsnetaires en industrie agro-
alimentaire afin de les conser&enaroli, 1995).

> Les huiles essentielles (H.E) de thym sont tregafés contre les moisissures
responsables de la détérioration des denrées ahimeslors de leur stockag8ahr
et Nielson, 2003).
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> |l est utilisé comme épice et condiment dans lexdyits alimentairegZghib,

2013).

En cosmétique
» Le thym est largement utilisé dans les produits@gjues (bains de bouche les
déodorants, les huiles de massage lotions et sheh(idtuczynska, 2001)
» Ses extraits sont aussi utilisés dans les soirisages (http : //www. soin- du-

corps.ooreka.fr).
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[.2. Les huiles essentielles

Les HE (essences parfumées) connues dés l'origiseidilisations, furent d’abord
utilisées pour des usages sacrés : rites funémtirmmbaumement des mof&angwanet al.,
2001) Environ trois milles huiles essentielles sontrages, dont environ 300 sont destinées a

un usage commerci@Van de Braak et Leijten, 1999)
1.2.1. Définition

Les huiles essentielles sont des substances heslevslatiles et odorantes, présentes
dans les plantes aromatiques et localisées, darfteles, les feuilles, les fruits, les graines,
I'écorce et les racineg@dieyer, 1989) Les HE sont également définis comme des substance
huileuses de composition généralement assez coeplextraites a partir des différentes
parties de certaines plantes aromatiques, par é&lates de distillation, par enfleurage, par

expression a froid, par solvant ou par d’autreshodtsBelaiche, 1979)
1.2.2. Localisation et répartition des huiles esseielles

Les huiles essentielles n’existent quasiment quez ¢bs végétaux supérieurs. Les
genres capables d'élaborer les constituants quictasposent sont répartis dans une
cinquantaine de familles botaniques parmi lesgseles Lamiacées, les Astéracees,
lesRutacées, les Cannelacées, les Lauracees, legaddgs et les Zingibéracées
(Bruneton,1999) Les huiles essentielles se forment dans le ciytteocellules ou, soit elles
se rassemblent en gouttelettes comme la plupart sdestances lipophiles, soit elles
s’accumulent dans les vacuoles des cellules épidae®s ou des cellules du mésophiles de
nombreux pétale@Gehard, 1993) SelonGarneau (2004) la plupart des huiles essentielles
se retrouvent dans des gland8bkestemet al. (2001)indiquent, que la teneur des plantes en
huiles essentielles est faible, souvent inferi@uio.

1.2.3. Réle des huiles essentielles dans la plante

Beaucoup de plantes produisent les huiles esdestien tant que métabolites
secondaires, mais leur réle exact dans la physmldg la plante est varié et pas totalement
cerné(Rai et al., 2003) Dans la nature, les huiles essentielles jouemblenimportant dans la
protection des plantes en tant que substancesaat#iiiennes, antivirales, antifongiques,
insecticides et aussi contre les herbivores eniséduleur tendance pour une telle plante

(Bakkaliet al., 2008) D’autres auteurs considerent 'HE comme sour@nefgie facilitant

10
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certaines réactions chimiques et permettant laeggason de I'humidité des plantes dans les

climats désertiqueelaiche, 1979)

1.2.4. Biosynthese des huiles essentielles

L'unité de base de la biosynthése des terpenesemstéalité lisopentényl-
diphosphate (pyrophosphate d’isopentén-3yle) : &PISon isomeére le diméthylallyl-
diphosphate (pyrophosphate de diméthylallyle) :2PBeux voies de biosynthese conduisent

a ces unités de baes a 5 atomes de carbone.

La premiére est la voie du mévalonate. Elle prend erigine au niveau de
'acétylcoenzyme A (CH3COSCOoA), produit de la gliyse (catabolisme des sucres). Elle
débute par la condensation de trois unités d’aCé#y] passe par un composé en C6 (le
mévalonate) et conduit au PPI3. Pour cette voiacypale, la premiere étape est une
condensation de type Claisen entre deux moléculesétylCoA pour conduire a
'acétoacétylCoA. La deuxieme étape est une réacti@ldolisation entre une troisieme
molécule d’acétylCoA et I'acétoacétylCoA. Apres tofgise et réduction par le NADPH
(Nicotine Adénine Dinucléotide Phosphate), l'acideéévalonique (MVA) se forme. La
déshydratation et la décarboxylation de l'acide ah@vique par une élimination concertée
apres sa pyrophosphorylation par 'ATP (Adénosiiighbsphate), permettent d’aboutir aux
deux intermediaire en C5, bio-précurseurs des nepe le pyrophosphate d’isopentén-3-yle
(PPI13) en équilibre, par simple transfert de prp@rec le pyrophosphate de diméthylallyle
(PP12). Les deux intermédiaires PPI3 et PPI2 réagis entre eux pour générer le
pyrophosphate de géranyle (PPG) point de départtods les monoterpénoides. La
condensation d'une autre unité de PPI3 sur le pwephate de géranyle donne le
pyrophosphate de farnésyle, précurseur de tousdsguiterpenes. Selon se processus, le
squaléene (triterpéne) est obtenu, ainsi que leeadérpénoides. Eigure03 représente la

biosynthése des terpénoidBaival, 2007)

11
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+PPly \ | Monoterpénes en Cq
i/\/J\::;rnésyle
+PPly
Duplication

| Sesquiterpénes en Cqs |

l Duarpénes en Czo

|

| Télraterpénes en Cyp

Squaléne

| Tétraterpénes en Cap

Figure03 : Schéma global de la biosynthese des terpenesade I'acide mévalonique
(Duval, 2007)

La deuxiéme est la voie du méthylérythritol phospH®MEP) ou encore nommeée
voie non mévalonique, est spécifique aux végétdaugeefait au niveau des plastes. Elle
commence par la condensation d’'une unité pyruv@® §vec une unité de glycéraldéhyde 3-
phosphate (C3) et conduit au méthylérythritol plmage, un composé intermédiaire en C5.

Plusieurs étapes enzymatiques conduisent ensuite synthese de PPI@uval, 2007)
(Figure 04).

12
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0 Ol OH
)K ' —
COOH oP I o
OH R,

Acide pyruvique Glycéraldéhyde 3-phosphate

1-désoxyxylulose-5
-phosphate
— — A~
* opP
PP,
2-méthyl-érythritol-4-phosphate

Avec: OP=-O-P(OH), Phosphate

Figure 04 : Schéma global de la biosynthése des terpénes adwo
méthylérythritol phosphaté(val, 2007)
1.2.5. Composition chimique des huiles essentielles
Les huiles essentielles sont des mélanges comptxe®nstituants appartenant a

différentes familles chimique®lyegue, 2005)

1.2.5.1. Composés terpéniques

lIs sont largement répandus dans le regne végétad.formés par la combinaison de

5 atomes de carbone (C5) nommée : isop(Bakkali et al., 2008)(Figure05).

CHl\

_C—CH==CH2
CH2

Figure 05 : Formule chimique de l'isopreriBenayad, 2008)

» Les monoterpenes

13
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Les composés monoterpéniques sont constitués de wleites d’isoprene, leur
formule chimique brute esti@1s (Rahal, 2004) Elles forment 90% des huiles essentielles
(Bakkali et al., 2008)

> Les sesquiterpenes

lls comportent trois unités d’isoprene, leur formelst GsHz4 (Belaiche, 1979)lls

renferment des fonctions comme alcools, cétondéhgltles, estefbaouer, 2004)
1.2.5.2. Composés aromatiques dérivés du phenylprape

Les huiles essentielles renferment aussi des camspasomatiques deérivés du
phénylpropane, mais qui sont beaucoup moins fréquepie les terpénegParis et
Hurabielle, 1981) Bruneton (1999),considére que ces composés sont tres souventlyes al
et propenyl phénols, parfois des aldéhydes.

1.2.5.3. Composeés d’origines diverses

Il s’agit de composeés issus de la dégradation déscgras, des terpenes. D’autres

composés azotés ou soufrés peuvent subsister omigasegBruneton, 1999)
1.2.6. Propriétés physiques et chimiquesdes huilessentielles

Les HE possedent en commun un certain nombre gei@t®s physiqueset chimiques:

> Les huiles essentielles s’évaporent et se volatiti® température ambiante. Trés
peu solubles dans 'edGhuestemet al., 2001)

» La plupart des huiles essentielles ont une dentiééieure a celle de I'eau et sont
entrainable a la vapeur d’e@Raris et Hurabeille, 1981)

» SelonGarnero (1996) une densité inferieure a 0.9 indique la présedars cette
huile, de composés terpéniques et aliphatiquessatalex élevés, alors qu’'une
densité supérieure a 1 indique une compositionvaiége en composes terpéniques
polycycliques.

» Les huiles essentielles sont solubles dans leslalodans les huiles fixes et dans la
plupart des solvants organiqué&aris et Hurabielle, 1981)

» Elles sont trés altérables, sensibles a l'oxydatonc de conservation limitée
(Bruneton, 1993)

» Elles dissolvent les graisses, l'iode, le souggHosphore et réduisent certains sels
(Bruneton, 1993)
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» Elles absorbent le chlore, le brome et liode ergag@ant de la chaleur
(Duraffourd et al., 1990)

[.2.7. Extraction des huiles essentielles

Il existe plusieurs méthodes d’extraction, chacagant plusieurs variantes, que

I'onutilise en fonction du matériel végétal a teaitParmi ces méthodes :
1.2.7.1. Distillation

Bruneton (1999), signale que le principe de la distillation repase la propriété
gu'ont les huiles essentielles d’étre volatiles ssdleffet de la chaleur, I'huile est alors
entrainée par la vapeur d’eau. Aprés condensdtmile essentielle se sépare du distillat par

décantation.

Il existe deux méthodes de base de distillationrgposent sur le méme principe. La
différence entre eux réside dans le degré de coetdre I'eau liquide et le matériel végétal
(Benijilali, 2004):

» Hydrodistillation

Selon Bruneton (1999) r'hydrodistillation consiste a immerger directerhee
matériel végétal a traiter (intact ou éventuellentenyé) dans un ballon rempli d’eau qui est
ensuite porté a ébullition. Les vapeurs hétérogénas condensées sur une surface froide et

I'huile essentielle se sépare par différence dsitin
> Distillation a la vapeur (vapo-hydrodistillation)

Distillation a la vapeur saturée : «vapo-hydrodaion» : c’est le procédé le mieux
adapté a I'extraction des essences, surtout S stat destinées a des fins thérapeutiques
(Bego, 2001)Le matériel végétal, dans ce cas, n'est en cbater I'eau, se trouve supporté
par une grille ou une plague perforée placée aistance adéquate du fond de ballon rempli
d’eau(Benijilali, 2004).
1.2.7.2. Extraction par enfleurage

Ce procédé met a profit la liposolubilité des cosgris odorants des végétaux dans
les corps gras. Il consiste a déposer des pétaldieurs fraiches sur des plagues de verre
recouvertes de minces couches de graisse (graigsala type saindoux). Les pétales sont

eliminées et remplacées par des pétales fraickga’aisaturation du corps gras. On épuise ce

corps gras par un solvant que I'on évapore ensaits vidgBelaiche, 1979)

15



Chapitre | Synthése bibliographique

1.2.7.3.Extraction par les solvants volatils

Cette méthode est utilisée pour les essences guaé peut extraire par distillation.
Elle est basée sur le pouvoir gu’'ont certains stk/@rganiques a dissoudre les composants

des huiles essentielléBelaiche, 1979)
1.2.7.4. Extraction par expression a froid

L’extraction par expression a froid, est souverilisée pour extraire les huiles
essentielles des agrumes comme le citron, I'ordag®andarine, etc. Son principe consiste a
rompre mecaniquement les poches a essences. Ladsstntielle est séparée par décantation
ou centrifugation{Chaintreau et al., 2003)

1.2.7.5. Extraction par micro-ondes

C’est un procédé utilisant les micro-ondes et ldsasts transparents aux micro-
ondes pour extraire de facon rapide et sélectiggpdeduits chimiques de diverses substances
(Paré, 1997)

1.2.7.6. Extraction par ultrasons

L’extraction par les ultrasons est une techniqueld®x, pour les solvants de faible
point d’ébullition, a des températures d’extractioférieures au point d’eébullitiofLagunez-
Rivera, 2006)

1.2.7.7. Extraction au fluide supercritique

Procédé relativement intéressant pour augmentenkement dans le cas de plantes
peu riches en huiles essentielfédichtl et Anton, 1999). L'extraction des huiles essentielles
par le CO2 supercritique fournit sel&cheffer (1996),des huiles de tres bonne qualité et en

temps d’extraction relativement court.
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1.3. Activités biologiques
1.3.1. Activité antioxydante

Le stress oxydant correspond a un deéséquilibree elatr génération d’especes
oxygénees activees (EOA) et les défenses antioxgslade I'organisme, en faveur des
premieres. Notre mode de vie (tabagisme, alcooliszhésité, exercice physique intense),
mais aussi nos mauvaises habitudes alimentairgmentent de fagcon anormale la production
des EOA dans notre organisme. A long terme, cadi pentribuer a I'apparition de diverses
pathologies liées au vieillissement comme les aanoe les maladies cardio-vasculaires
(Haleng et al 2007).

1.3.1.2. Radicaux libres

Un radical libre se définit comme tout atome, g®upatome ou molécule qui
possede un électron ou plus non apparié. De patrigzture particuliere, il a tendance a attirer
les électrons d’autres atomes et molécules pounegaga stabilité, ce qui rend les autres

constituants organiques et les structures celkganes réactivg8runeton, 1999).

Le métabolisme cellulaire produit a I'état physgitpue une variété des radicaux
libres dérivent de I'oxygene tel que I'oxygene sileg 1O, le peroxyde d’hydrogéne,B., le
radical superoxyde O, les peroxydes ROOH et les radicaux hydroxyles Oléstilkoxyles
RO (Cavin, 1999) ces dérivés sont utiles pour I'organisme a unsed@isonnable. La
production peut devenir excessive a cause des pt@res toxiques endogenes ou exogenes

dont I'organisme doive se protéger par des diffésragistemes antioxydarn(Bavier, 2003).

17



Chapitre | Synthese bibliographique
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Figure06 : Origine des différents radicaux libres oxygénésspieces réactives de I'oxygene
(Hazzoutet al., 2008).

1.3.1.3. Défenses antioxydantes

Pour se protéger des effets déléteres des EOAjalfmsme dispose d’'un ensemble
complexe de défenses antioxydantes. On distingu& deurces d’antioxydants : lI'une est
apportée par I'alimentation (exogéne) sous forméruies et Iégumes riches en vitamines C,
E, caroténoides, ubiquinone, flavonoides, glutatioio acide lipoique; I'autre est endogéne et
se compose d’enzymes (superoxyde dismutase, ghuigberoxydase, catalase), de protéines
(ferritine, transferrine, céruléoplasmine, albunmiinet de systémes de réparation des
dommages oxydatifs comme les endonucléases. Asajautent quelques oligoéléments
comme le sélénium, le cuivre et le zinc qui sordg defacteurs d’enzymes antioxydantes
(Halenget al., 2007%.

Les antioxydants sont en fait des agents de priévents bloquent l'initiation en
complexant les catalyseurs en réagissant avec déng, ou des agents de terminaison
capables de dévier ou de piéger les radicaux litiesgissent en formant des produits finis
non radicalaires. D’autres en interrompant la iéacten chaine de peroxydation, ils

réagissent rapidement avec un radical d'acide gvast que celui-ci ne puissent réagir avec
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un nouvel acide gras, tandis que d’autres antiaxygdabsorbent I'énergie excédentaire de

I'oxygéne singulier pour la transformer en chal@dellal, 2011)
1.3.1.3.1. Prévention alimentaire

L'alimentation contient un grand nombre d'antioxyidanon seulement les vitamines
(E, C, Q, B carotene) et les oligo-éléments (sém@nicuivre, zinc, manganese), mais aussi
600 sortes de caroténoides, 4 000 polyphénolsnatribides (trouvés dans les choux, le thé,
le vin, les céréales, les fruits), des alcaloides, acides organiques, des phytates, des dérivés

soufrés de l'ail et de lI'oignon, des dérives irglas du chougFavier, 2003).

1.3.1.3.2. Défenses endogenes:

-Systemes de défense enzymatiques

> Les super oxydes dismutases (SODSs).
» Glutathion peroxydases (Gpxs).

> Le systéme thiorédoxine.

> La catalaséHalenget al., 2007.

-Systemes de défense non enzymatiques

» NADPH, les dipeptidesBoldyrev, 1993)

> Le glutathion et les protéines-thioRiuet et al., 2007).

» L'acide urique Ameset al., 1993)

> L’acide lipoiqugPham-Huy et al., 2008).
1.1.4. Méthodes d’étude de I'activité antioxydante

L'activité antioxydantene doit pas étre concluelaupase d'un seul modéle de test

antioxydant. Et en pratique, plusieurs essais tiro yorocédures sont menés pour évaluer les
activités antioxydantes avec les échantillons @'@it Plusieurs méthodes sont utilisées pour
la détermination de l'activité antioxydante, nomséd&@apres le nom de la substance utilisée
comme source de radicaux libres, par exemplRAP (Ferric reducing antioxidant power),
ORAC (oxygen radical absorbance capacilyAC (Trolox équivalent antioxidant capacity)
ou test de blanchissement [@earoteneet DPPH (2,2- diphényl-1-picrylhydrazyl) etc. Il est
a indiquer que différentes méthodes donnent desdtaés assez différents et devraient étre
appliguées préférentiellement pour la comparaismmprdduits similaire§Georgievaet al.,
2010, parmi ces méthodes on cite les suivantes :

» Test de2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle (DPPH) : Le composé chimique 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyle fut I'un des premierslicaux libres utilisé pour étudier la
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relation structure-activité antioxydante des conggophénoliquesll possede un

électron non apparié sur un atome du pont, d'agbigure07), la mesure de

I'efficacité d’un antioxydant se fait en mesuraatdiminution de la coloration bleue,
due a une recombinaison des radicaux DPPHe, mdeupaln spectrophotométrie a
515-518 nm(Popoviciet al., 2009).

;N NO; N NO;
—-
NO; NQ>
DPPH* DPPH-H
AOCH AQ»

Figure 07:Réaction du test de DPRBaroline et al., 2017
» Test de FRAP (Ferric reducing-antioxidant power) :Le pouvoir réducteur du fer
(Fe3+) dans les extraits est déterminé selon lhaodétdécrite paradoet al. (2004)
La méthode de la réduction du fer est basée suediaction de fer ferrique en sel de

fer par les antioxydants qui donnent la couleun®(Eigure 08).

\[)(j NS

N — N\\ — =N

o* \‘% G

Fe'*-TPTZ + reducing antioxidant . Fe'-TPTZ (intense blue at 595 nm)

Figure 08: Réaction du test FRAP (Ferricreducingantioxidawer) (Ladoet
al., 2004)

» Méthode deTRAP(Total radical-trapping antioxidant parameter) : Cette méthode

est basée sur la protection fournie par les antiamts sur la décroissancede la
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fluorescence de la R-phycoérythrine (R-PE) au cdiuse réaction de peroxydation
contr6lée. La fluorescence de R-phycoérythrinedéstactivée par ABAP (2,2’ - azo-
bis (2 -amidino- propane) de chlorhydrate en tamt générateur de radicaux. Cet arrét
de la réactionest mesuré en présence d’antioxydastgpotentiel antioxydant est
évalué en mesurant la décroissance de la décalo(ahiselli et al., 1995)

» Test de blanchissement de 3 caroténd_oxydation de I'acide linoléique génére des
radicaux peroxydes. Ces radicaux libres vont pasude oxyder le R caroténe
entrainant ainsi la disparition de sa couleur rouge présence d’'un antioxydant
entraine la neutralisation de ces radicaux préwenamsi, |'oxydation et le
blanchissement du 3 carotéikartal et al., 2007).

Tableau02: Protocoles utilisés pour la mesure deaktivité antioxydante (Memou, 2015)

Test Solvant Conditions Mesure Antioxydants testés

DPPH | Méthanol Obscurité *Décroissance Phénols,vins et
deDPPHa 517 nm | diverses molécules
*Concentration
inhibitrice CI50

FRAP | Milieu aqueux | 4-8min Variation de| Jus de fruit
I'absorbance a
593nm, pour le Fé
réduit

TRAP | Milieu tampon| 37°C, indicateun Consommation enVitamineE, ascorbate,
phosphate pH=luminescent oxygene -SH

7,4 Référence : Trolox

[.3.2. Activité antibactérienne
[.3.2.1. Définition

L'activité antibactérienne correspond a l'activitéane molécule ou d'un composé
présent au sein d'un végétal qui, a tres faible@atnation, inhibe le développement d'une
bactérie ou la tue. La sensibilité d'une bactérignaantibactérien varie selon la nature de

l'antibactérier(Dorman et Deans, 2000)

1.3.2.2. Agents antimicrobiens
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Le terme "agent antimicrobien” désigne toute sulzstautilisée pour détruire les
micro-organismes ou empécher leur croissance, ypasrtes antibiotiques et autres agents
antibactériens, antiviraux, antifongiques et amtipaaires(commission européenne (CE),
2001)

Les agents antimicrobiens agissent par différerdsamismes et peuvent étre utilisés
de diverses maniéeres, selon les objectifs rechsreh&elon leur spécificité d’action. Cette
derniere peut globalement étre répartie en deussty@ction bactéricide (ou germicide) pour
les agents ayant une action létale sur les bastéaation bactériostatique pour les agents qui

inhibent les bactéries sans les t(leuzeby, 2005)
1.3.2.2.1. Agents chimiques

Les agents chimiques antimicrobiens sont trés nembrLeur choix dépend de
'usage auquel ils sont destinés, de leur activd,leur toxicité, de leur stabilité, de leur
pouvoir corrosif ou colorant, de leur odeur, etarm ces agents chimiques les agents
oxydants oxygéneés, le chlore et dérivés, les adcded phénols, autres composés phénoliques
et aromatiqueéGuiraud, 1998).

1.3.2.2.2. Agents physiques

En raison de leur faible spécificité, la plupars degents physiques antimicrobiens
sont efficaces sur I'ensemble des microorganiseresiffectant leurs acides nucléiques ou les
protéines. Les quatre agents les plus fréquemmempiogés sont la chaleur, les basses

températures, la filtration et les radiatigRsescottet al., 2003)
1.3.2.2.3. Agents chimiothérapeutiques

Un agent chimiothérapeutique est un composé chieniqude synthése qui inhibe le
développement des microorganismes. Ce composa@ &ajibtle dose. Il exerce une action trés
spécifique sur le fonctionnement cellulaire toutagant une toxicité sélective. Il inhibe le
développement de sa cible ou la tuer tout en @taffensif pour I’'héte. Il existe actuellement
deux grandes catégories d’agents chimiothérapeaasgiantibactériens : Les sulfamides, sont
des produits de synthése. Les antibiotiques bepusaut d’origine naturelle (les plus
anciens) d’autres de synthése ou d’hémisynthéseolhprennent cing groupes selon gu'ils
affectent : la synthése de la paroi, les échangiglaire, la réplication et la transcription de
'ADN, la synthese des protéines, certaines réasti@lu meétabolisme intermédiaire
(Guillaume, 2000)
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1.3.2.3. Antibiotiques
1.3.2.3.1. Définition

Un antibiotique est une substance antibactérieaigrelle ou synthétique d origine
microbienne ou synthétisée chimiquement, capablghitber spécifiquement la croissance
d’autres microorganismes par un mécanisme pamiciduant sur les mécanismes vitaux du
germe (Gogny et al., 2001) Pour gu'il soit actif, un antibiotique doit péret dans la
bactérie, sans étre détruit ni étre modifié, serfigur une cible et perturber la physiologie

bactériennéOgawara, 1981)
1.3.2.3.2. Antibiotiques naturels et synthétiques

Les antibiotiques sont majoritairement représemnias des molécules d’origine
naturelle et leurs dérivés. lls peuvent aussi @togigine synthétique ou semi-synthétique
(Newmanetal., 2003)

1.2.2.3.3. Mode d’action des antibiotiques

Les antibiotiques agissent en général de facorsprésifique sur certaines structures
de la cellule bactérienne, cette grande spécifataétion explique pourquoi les antibiotiques
sont actifs a tres faible concentration. Cetteoact’'exerce selon les molécules sur des sites
variés Mevius et al., 1999)

Les antibiotiques peuvent agir sur :

» La paroi bactérienne: Pénicilline et Céphalosporine agissent sur lesngsren
croissance inhibent la derniere étape de la bibgget du peptidoglycane au cours de
la multiplication cellulaire{eba, 2005.

» La membrane cellulaire: en désorganisant sa structure et son fonctionngme qui
produit des graves troubles d'échanges électralgigavec le milieu extérieur.
L’ADN: Certaines familles d’antibiotiques empéchenfa réplication d’ADN en
bloquant la progression de I’ADN polymérdséandrois et al., 1997)

» Le ribosome bactérien: les aminoglycosides ou aminosides (streptomycine,
gentamycine, amikacine), empéchent la traductioiAlRRNmM se fixant sur la petite

sous-unité des ribosom@dermann, 2005)
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Les différentes recherches effectuées dans cetie ént été réalisées au niveau du :

» Laboratoire de recherche sur les molécules bices®t applications.

» Laboratoire de recherche sur la chimie organiquetirochimie.

» Laboratoires pédagogiques du département Biolqupécuée

» Laboratoires pédagogiques du département des ssieleda terre et de l'univers.

[I.1. Matériel végétal

La plante Thymus algeriensis) a été récolté de deux régions a Tebessa: El-Keuif
Djebel Zeruiga (Bir El Ater) au cours des mois devBimbre et Décembre 2QFigure 09).
Les deux échantillons récoltées ont été mélang@es pupprimer l'effet de l'origine

géographique.

Les parties aériennes (tiges et feuilles) ont éthées a I'air libre pendant 03 jours,

le tableau ci-dessous présente les caractéristgpresrales des zones de récolte

Figure 09 : La plante d&@hymus algeriensis(Bessidik et Khenfer, 201}
TableauO3:Caractéristiques générales des zones deoée

Zone de Climat Pluviosité(mm) Latitude Longitude Altitude
récolte (m)
01-El- Semi-aride|  200-400 mm| 00.04'3530Nord| 20.64'4819 1090m
Kouif Est

02-Djbel | Semi-aride| 150-370 mm | 12.71'346Nord| 14.55'804Est 837m

Zeruiga
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[1.2. Extraction des huiles essentielles

[1.2.1. Description du dispositif d’extraction

Les parties aériennes dinymus algeriensis (tiges et feuilles) ont été utilisées pour
I'extraction des huiles essentielles. Cette exiacta été réalisée par la méthode
d’hydrodistillation grace a un hydro-distillateure dype Clevenger(Figure 10). Il est
constitué d’'un chauffe-ballon, un ballon en verygep, une colonne, un réfrigérant et un
collecteur. Chacun de ces éléments a un role préeiballon en verre pyrex sert a placer le
matériel végétal séché et I'eau distillée. Le cfeabillon permet la distribution homogéne de
la chaleur dans le ballon. La colonne contenanéfiéggérant condense la vapeur qui vient de
I'échauffement du ballon. Le collecteur en verrergxy recoit les extraits de la
distillation(Mohammedi, 2006).

Figurel0 :Montaged'hydrodistillation

11.2.2.Procédé d’extraction

Cent grammes (100g) de la partie aérienne séchée plante a été mise dans un
ballon & fond rond de 2000 ml, 150 ml d’eau diééila été additionnée. L'ensemble est porté
a ébullition pendant environ 03 heures. L'huileessielle est alors entrainée par la vapeur
d’eau. Elle est ensuite condensée en passent gantiensateur. Le liquide recueilli résulte
en un distillat avec une couche d’huile mince augace. L'huile essentielle obtenue est mise

dans un flacon a I'abri de la lumiére et stockd€ gusqu'aux tests d’activités biologiques.
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11.2.3. Calcul du rendement de I'huile essentielle

Nous pouvons déterminer le rendement en huile gsHerpar le rapport entre la

masse de I'huile essentielle, avec la masse durielat€gétal utilisé pour I'extraction en

gramme. Les rendements des extractions sont calsui¢ant la formule ci-dessous :

R =

Avec :

Masse de 'huille essentielle x 100

Masse de la matiére végétale

R% : Rendement

[1.3. Tests des activités biologiques

[1.3.1. Evaluation de I'activité antioxydante (Testd'activité anti DPPH)

11.3.1.1. Matériel

Tableau 04 : Matériel de l'activité antioxydante

Appareil

Verrerie et autres

Réactifs et autres

Spectrophotometre UV-

Bécher

2.2 diphényl-1picrylhydrazy

VISIBLE pharmaspec (DPPH)
SHIMADZU
Micropipette100-| Tubes a hémolyse de 5 m Méthanol
1000ul1SO LAB
Micropipette 1-100pul Portoirs Acétone
UNIQUE
Micropipette 10-100ulISO- Fiole jaugé Eau distillée
LAB Embouts jaunes et bleues
Spatule
Eprouvette

11.3.1.2. Méthodes

Leradical DPPH (2,2'-diphenyle-1-picrylhydrazyl)tesouvent utilisé pour estimer

I'activitéantioxydante de nombreux composés, deatdomposés phénoliques présentes dans

les huiles essentiellegdéghib, 2013. La réduction du radical libre DPR¥r un antioxydant

peut étre suivie par spectrométrie UV-Visible, easorant la diminution de I'absorbance a

517 nm Molyneux, 2004).Le DPPH est initialement violet se décolore loesdjélectron

célibataire s’apparie:

DPPH + (AH) n— DPPH-H + (&) n

Avec :
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DPPH: 2,2'-diphenyle-1-picrylhydrazyl
AH : un composé capable de céder un H au radic®HDP
A’ le composé oxydé aprés la réduction de DPPH

L’huile essentielle a tester doit étre capable édec un H au radical DPPH qui de
couleur initialement violette pour le transformear diphényle picrylhydrazinede couleur
jaungBrand-Williams et al., 1995)Cette décoloration est représentative de la capaeis
composeésde I'huile essentielle a piéger les raditibues indépendamment de toute activité
enzymatique.

[1.3.1.3. Mode opératoire

Selon la méthode décrite pBurits et Bucar (2000) la solution de DPPH a été
préparée par la solubilisation de 0,004 g de DP&ktd.00 ml de méthnol (0,04%). A partir
d’'une solutionmeére (95,17 mg / ml ), différentesx@entrations (200, 400, 600, 800, 1000
png/ml) de l'huile essentielle dehymus algeriensisont été préparées.Ensuite 25ul de chaque
concentration a été mélangé avec 2,5 ml de DPPHhdlange est agité vigoureusement puis
I'absorbance aété mesurée a 517nm pour différentpd (0, 5, 10, 15 20 25 et 30 mn) afinde
suivre la cinétique de la réaction.

L’inhibition du radical libre DPPH a été égalemémtluée pour la vitamine C (acide
ascorbigue) aux mémes concentrations pour compareactivité a celle de I'huile essentielle

deThymus algeriensis. Tous les essais en ont été effectué en double
[1.3.1.4. Détermination de pourcentage d'inhibition
SelonSharififar et al. (2007) l'inhibition du radical libre de DPPH en pourcaye

(1%) a étécalculée de la maniere suivante:

_ (Absyg,, — Absyg)x100
Abs&lum

Avec :

Abs,ane: @absorbance du blanc (contenant tous les réastifspté le composé d’essai).
Abs,c: absorbance le I'huile essentielle.

[1.3.1.5. Détermination de I'|C50

Les concentrations en huiles essentielle et emuita C en fonction des pourcentages
du DPPH inhibé ont été tracées a la fin de la i@acafin d’obtenir l'index IC50. Ce

parametre est défini comme la concentration d'agtdant requise pour diminuer la
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concentration du DPPHnitial de 50%. L'IC50 a été déterminée graphigeetan utilisant la
régression linéaire.

[1.3.2. Evaluation de l'activité antibactérienne

[1.3.2.1. Matériel
Tableau 05: Matériel de l'activité antibactérienne
Appareil Verrerie et autres Réactifs et autres| Solvants et autres
Balance de Tubes a vis16*160 | Milieu solide | Ethanol
précisionfALS 286 4N) mm Muller-  Hinton
(MH)
Plaque chauffan{&KA | Embouts bleu et jaung Gélose nutritive Eau phygiglee
RH basic 2) stérile
Etuve DLAB TECH Eprouvettes graduées Eau distillée
DAI HAN co LTD)
Etuve(HeraeusTyp Fiole jaugée
5042)
Micropipette 2-20ul Bécher
(1ISO LAB)
Agitateur magnétique Spatule
(IKA®RH basic 2)
Bec benzene Ecouvillons
Disques stériles
Pince
Boites de Pétri
Papier aluminium
Papier absorbant

11.3.2.2. Bactéries d'étude

Dans la présente étude, 06 souches bactérienneéténitilisées de type ATCC
(American Type Culture Collection) et d'originenttjue, parmi lesquelles :

» Quatre (04) souches Gram négative Pseudomonas

aeruginosaATCC27853,Escherichia coli ATCC 25922 etE. Coli(1) et(2)
d'origine clinique.

»Deux (02) souches Gram positiv@aphylococcus aureus (1) ATCC 25293,
Staphylococcus aureus (2) ATCC 43300

Les souches ATCC ont été fournies par l'institutpdsteur d'Alger et les souches
d'origine clinique ont été fournies par le sendegprévention 600 -Tebessa-.

[1.3.2.3. Préparation de la suspension bactérienne
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A partir des cultures jeunes, une quantité suffsales souches bactériennes pures
ont été récupéréesa l'aide d’'une anse de platares dn tube a vis qui contient 5 ml de I'eau
physiologique stérile. La suspension bactériengé&ahomogéeneisée par une faible agitation

manuelle.
11.3.2.4. Principe de test

L'activité antibactérienne de I'huile étudiée aé@talué par la méthode de diffusion
sur gélose (méthode des disqidammer et al.,1999), A l'aide d'un écouvillon stérile, Un
prélevement a partir de cette suspension bactérisart a ensemencer par écouvillonage les
boites de Pétri contenant le milieu Mueller Hintbiecouvillon doit étre utilisé une seule fois

pour chaque souche bactérienne.

Un seul disque stérile de papier filtre de 6 mndadenétre a été posé dans chaque
boite de pétri, a I'aide d'une pince. Par la s@itd,d’huile essentielle pure de algeriensis
ont été déposés sur chaque disque. L'incubatiaé taiée pendant 24 a 48 h dans une étuve
réglée préalablement a une température de 37°Cessms ont été effectués en tripletrois
répétitions pour chaque bactérietest. Les résugdtais exprimés en diametres (mm) des zones

d’inhibition autour des disques. Le tableau ci-dessprésente les valeurs références.

Tableau06: Sensibilité et degré d’'activité selon ldiametre d’inhibition (Duraffourd et Lapraz,

2002).
Diametre du halo d’inhibition (X) Degré de sensibilité des germes Résultat
X <8 mm Résistante -
8 mm<X<14 mm Sensibilité limitée +
14 mm < X <20mm Sensibilité moyenne ++
X >20 mm Tres sensible +++

[1.4. Analyse statistique des données

Les résultats sont exprimés selon la moyenne diesirgaobtenues + I'écart type
(SD).La différence entre le contrble et les diffésetests, est déterminée par I'analyse de la
variance (ANOVA) univariée suivie du test de DunrpEiur les comparaisons multiples des

moyennes et la détermination des taux de significatLes valeurs de pc 0,05 sont
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considérées statistiquement significatives. Leplgraes ont été tracés en utilisant le logiciel

Excel10 et les calculs statistiques ont été réafiséce au logiciel Minitabf6
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lll. Résultats et discussion
[11.1. Rendement de I'huile essentielle d&hymus algeriensis

Le rendement en huile essentielle obtenue par distitation dans la présente étude
était de 0,78%.Cette valeur largement plus imptetaque celle trouvée padazzit et
al.(2009)et Amarti et al.(2009)qui ont rapporté des valeurs de 0,4% et 0,3% réspetent.
En revanche, notre valeur parait plus faible comd@ar celles rapportées 2ob et al. (2006)
etZayyad et al. (2014)qui ont trouvé des rendements de 1,13% et 2,96@eotivement.

Chemat et al. (2012)ont met en évidence l'influence de la période deervation
qui a affecté beaucoup la proportion de rendemenftdymus algeriensisSelon leurs
résultats, le taux de rendement est inversemergopionnel a la durée de conservation.
Mebarki (2010),a trouvé que le meilleur rendementTdeymus fontanesést obtenu durant la
periode de floraison (mai-juillet). L'origine géaghique, le stade végétatif de la plante, la
période de récolte, les conditions climatiquesdetpéiques (facteur écologique lié au sol) le
lieu, la température et la durée de séchage, lesipes et la méthode d’extraction, tous ces
facteurs peuvent aussi jouent un réle déterminast geulement sur le rendement mais

également sur la composition chimique de [($&oboda et Hampson, 1999)
[1l.2. Propriétés organoleptiques des huiles essantles deT.algeriensis

Les propriétés organoleptiques caractérisant I'HE Td algeriensis sont les

suivantes:

Aspect :liquide moyennement visqueux

Couleur : jaune pale

Odeur : agréable parfumé de thymol
[11.3. Activité antioxydante de I'huile essentiellede Thymus algeriensis
[11.3.1. Cinétique de la réaction

La cinétigue de la réaction (réduction de DPPH) ebtenue pour chaque
concentration pour la vitamine C et | 'HEigurell). Les résultats montrent que pour les
deux composés (HE et vit. C), la cinétique est &fdle. Pour toutes les concentrations
étudiées, il existe un affaiblissement rapide dedorbance dans les premieres minutes suivi
d’'une baisse plus lente jusqu’a ce que I'équildwi atteint. Les résultats montrent également

gue le pouvoir réducteur de l'acide ascorbiqueipphas fort que celui de I'HE. En effet, le
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temps d’affaiblissement de I'absorbance est plpgleapour lavit. C que pour I'HE (5mn vs
15 mn respectivement).L’activité antioxydante esbutaire de la mobilité de I'atome
d’hydrogéne du groupement hydroxyle des composésqgigues de I'huile essentielle. En
présence d’un radical libre DPPHatome H est transféré sur ce dernier alorssfiaimeé en
une molécule stable DPPH-H, ceci provoque une ditiin de la concentration du radical
libre et également I'absorbance au cours du tengpsédction jusqu’a I'épuisement de la

capacité d'antioxydant donneur d’hydrogéidlano et al., 2007)
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Figurell: Réduction de DPPH par la vitamine C (a) et par ldeH.algeriensigb).
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Ces resultats sont comparables a ceux trouvésrpaili et al. (2017)qui sont aussi
distingués deux zones de la réactinone a forte cinétique de piégeage du radicabet 2
faible cinétique de piégeage du radical que soitrpa vit C ou les HE examinées

(Menthaspicata, Thymus vulgagsCitrus limonum

Pour les deux composés examinés, la concentratid®@0p g /ml, marque quel que
soit le temps d'incubation, la valeur la plus faite I'absorbance ce qui signifie un effet dose
dépendant du piégeage de radical libre DPPH.L'dffiee dépendant a été confirmé aussi par
Popivici et al. (2009) qui illustre que plus le composé antioxydant esiceatré, plus la
baisse de I'absorbance est importante Kedali et al. (2005) qui mentionne que
laugmentation de l'activité antioxydante est redmhent proportionnelle a I'augmentation de

la concentration de I'HE.
[11.3.2. Pourcentage d'inhibition de radical DPPH

Le pourcentage d’inhibition du radical DPPH a étéamsiné pour chaque

concentration d’HE et de vitamine C. Les résulsaist consignés dansfagurel2.
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g 60 ¢ -
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X
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Figurel2: Pourcentage d'inhibition de radical DPPH en fomctes concentrations d’HE et

d’acide ascorbique.

Les résultats obtenus indiquent que le pourcentigéibition du radical libre
augmente avec l'augmentation des concentratiors sqit pour I'HE ou pour la vitamine C.
On observe que pour les doses de 200 pg/mg et 1§@0I, le pourcentage d’inhibition du
radical libre pour I'HE est significativement inigar a celui de la vitamine
C(p<0.05)Tableau 07). En effet, la capacité de I'HE dh.algeriensisd'agir comme un

34



Chapitre Il Résultats et discussion

donneur d'hydrogéene ou d'électron pour transfolmeadical libore DPPHa sa forme stable
DPPH-H est de 67.53% a une concentration de1000ugamdis que la vitamine C a un
pourcentage d'inhibition de 91.87% a la méme cdanagon. Nous remarquons également
gue le pourcentage d’inhibition est en augmentatontinue pour la vitamine C (allure
linéaire) tandis que pour 'HE d&. algeriensis le profil d’évolution des pourcentages
d’inhibition en fonction de la concentration semide stabiliser autour de 70% (allure

hyperbolique).

Tableau 07 : Valeurs moyennes des pourcentages diibition (+ ecartype) du T. algeriensis et du

vit C en fonction des concentrations étudiées.

Concentration Huile Essentielle duT. algeriensis Acide ascorbique
(ng/ml) Moyenne du PltEcartype Moyenne du PI £ Ecartype
200 31,84 + 0,02 53,06 + 0,03
400 55,28 .+ 0,28 67,00+ 0,16
600 63,68 + 0,004 67,32 + 0,01
800 65,36 + 0,001 76,50 + 0,07
1000 67,53+ 0,03 91,87+ 0,004

* |les valeurs avec des lettres différentes damsdme ligne sont significativement différentes@m5)

Ces résultats sont semblables aux autres élucaéenmsalehet al.(2011)qui ont
trouvé que le pourcentage de DPPH resté est attewrdleur de 0% avec les doses les plus
concentrées (94.51ug/ml et 118.13ug/ml respectim@me’'étude dsmaili et al.(2017) a
révélé que, pour une concentration de 2000 mg/adjde ascorbiqgue a un pourcentage
d’inhibition du radical libore DPPH de 95%, tandisegpour les concentrations d’'HE du
Mentha spicatgd4000 mg/ml), duThymus vulgarid00mg /ml) et duCitruslimonum(1000
mg/ml) les pourcentages d’inhibition obtenus sespectivement 81,21 %, 90 % et 48,50 %.
Khoudali et al. (2014) ont été mentionnés que le pourcentage d'inhibitie I'acide
ascorbique est supérieur a celui de l'extrait metlhgue dechamaerops humilis Lpour

toutes les concentrations.

Par contre I'étude précédentdsufaili et al. (2017)a prouvé que I'HE dur.
vulgarisa une forte activité qui dépasse celle de I'acisleebique. Dans le méme contexte
mais, pour un autre standard qui est la vitamiriie'Hocophérol)Khoudali et al. (2014)ont

trouvé que le pourcentage d’inhibition de ce derrest inferieur de celui de l'extrait
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meéthanolique dehamaerops humilis Lpour les concentrations inferieures ai@nl. Cet
effet antiradicalaire de certains dérivés phéna#jeontenants dans les composés testés

révéelent clairement leur propriété antioxydaf8alaouiet al.,2016)
[11.3.3.Détermination de I'IC50 (Concentration inhibitrice 50%)

A des fins comparatives, nous avons évalué I'lC50deux composés (HE et
Vitamine C). Cet indicateur exprime la quantitérdiaxydant nécessaire pour faire décroitre
la concentration initiale du DPPHE la moitié (50%). L'IC50 est inversement liéa&apacité
antioxydante d’'un composé. Cela veut dire que [zaciéé antioxydante d'un composé est
d'autant plus élevée que son IC50 est petite. ladsurs de I'IC50 ont été déterminées

graphiquement par la régression linéaire comme dlestré dans Igigurel3.
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Figurel3: Détermination de la valeur IC50de la vitamine Ceadle I'huile essentielle(b)
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Concernant la vitamine C, I'C50 est 114,31 pg Aomi montre un pouvoir
antioxydant significativement plus fort{@.05) que I'HE deT. algeriensisqui marque une
valeur de 434,96ug/ml.

L'étude deKhoudali et al. (2014)a indiqué un IC50 de vit C de 24@ml montrant
une activité trés importante qui est pratiquemenidable a celle de l'alpha-tocophérol qui
ramene la stabilité au DPPH avec un IC50 dega8l, ces différences de la valeur d'IC50de

la vit C sont liées a la différence des concentratides solutions préparées.

Pour I'HE deT. algeriensiset par la comparaison denos résultats avec ceukraba
travaux antérieurs, nous constatons que I'IC50 gestrée dans la présente étude est
supérieure a certaines valeurs rapportées dansreBaétudes. En effeAbdulhmid et al.
(2013pnt trouvé pour une espece dealgeriensispoussé en Lybie une IC50 de0,299
mg/ml(299ug/ml). De méme, le travail mené pdmuache et Benmeziane (2017)ndique
guel'HE deT.algeriensisde la région de la Kabylie présente une effica@téarquable avec
IC50 de 102,8ug/ml. En revanche, notre IC50 pamétrieure a celle rapporté daAsnrati
et al.(2010)qui ont signalé une IC50 de l'ordre de 745,6 ug émiqui témoigne pour eux une
faible activité antioxydante comparée aux autrgeess de thymus étudiées. Cette légére
activité a été confirmée pdtlazzit et Baliouamer (2007)pour deux chémotypes dE
algeriensisdel’Algerie. A partir ces résultats on peut direequotre huile essentielle a une
activité antioxydante relativement efficace qui ésie principalement a la composition
chimique de l'especé.algeriensisqui est couramment riche en monoterpenes oxygémés:
camphre, t pinéne Kk thujene et le linalool sont majoritairement répand
(Amrati etal.,201Q;Guesmiet al.,2016;Zouari et al.,2015 Ces composés sonta l'origine du

pouvoir antioxydant avéré de 'HBruneton, 1993).

D'autres études qui ont élucidés autres espécethyie dont la composition
chimique se difféere d'une espece a une autre, amer@nt des activités antioxydantes plus ou
moins fortes selon leurs compositions, ainsi legéess riches en thymol et carvacrol
illustrent une activité antioxydante efficace teleq'HE deT. capitatusdont la teneur en
carvacrol est élevée, présente une meilleure tiviiradicalaire (113.2ug/ml), dans une
étude sur I'activité antioxydante de deux vari€té3. sipyleusindique que I'huile essentielle
provenant de la variét®sulansemble d'étre plus active a cause de sa richesgsg/mol et
carvacrol alors que la variétéipyleus, moins active, est riche en composés
oxygénégBelhadjet al., 2013 ; Stanojewet al.,2013pnt prouveé l'activité antioxydante

modérée d'une espece de thym a cause de sa rickes#avonoides et phénols. Ces
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composes, grace a leurs propriétés d'oxydo-rédycsigissent en tant qu’agents réducteurs,
donateurs d'hydrogene et d'oxygéne singulieicd-Evans et al., 1995.Selon Jaricet
al.(2015) l'effet synergique des composésTdserpyllumiui donne l'efficacité antioxydante.
Ainsi Kordali et al.(2005), ontsignalé que la détermination précise des consposé

responsables de l'activité antioxydante paraitdiéicile

Le potentiel antioxydant des composés volatilesagstdu thym a été prouvé dans
plusieurs étudesn vivo. Ces étudesont rapporté que ces composés possdadeetfet
correcteur des dommages oxydatives sur le plarhiomgue, enzymatique et histologique.
Ainsi, plusieurs maladies dont les mécanismes ppgshologiques font intervenir un stress
oxydant ont été atténuées par les huiles du tByempjevicet al., 2013 ; Zouariet al.,2015.

[11.4. Activité antibactérienne de I'huile essentile de Thymus algeriensis

Les résultats des tests d'activité antibactérieshes HE deThymus algeriensisont
illustrés dans le tableau 08.

Tableau 08 : Détermination du diametre de la zond'inhibition (mm) de I'huile essentielle de

T.algeriensis.

Bactérie Répétition Diametre (mm) | Moyenne de répéton | Ecartype
55
60 54,78 3,66
55

=

S.aureu®1

23
20 24,67 3,00
24,7

S.aureuf?

30
35 37,56 17,45
60
6,3
6,4 6,30 0,10
6,2
6,2
6,3 6,20 0,10
6,1

P.aeruginosa

E.coli ATCC

E.coli 01

6,4
6,5 6,40 0,10
6,3

E.coli02

WINFRPWINIFPIWINIFPIWNIFPIWINEFPIWIN

Nos résultats montrent que les HE THualgeriensisexercent un effet antibactérien

tres accentué sustaphylococcus aureud) ATCC 25293 avec un diameétre d’inhibition
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moyen de 54,77 mm (planche 14 A). De méme, un affébactérien trés prononcé de I'HE
du T. algeriensisa été, observé slseudomonas aeruginoga CC 27853 avec un diametre
d’'inhibition moyen de 37,55 mm (planche 14 B) et Staphylococcus aurey2) ATCC
43300 ou le diametre d’inhibition moyen était de7Z4mm (planche 14 C).

En revanche, nos résultats montrent que 'HE dalgeriensigi’a aucun effet ni sur
la souchekE. coli ATCC 25922 (planche 14 D) ni sur les isolats qu@E. coli (01) et (02)
(planche 14E et F)

Nous pouvons conclure, a I'issue de ces résulfats)'HE duT. algeriensisontient

des molécules a large spectre vis-a-vis des GrarmdeseGram-.
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Planchel4:Photos des tests antibactériend ddgeriensisvis-a-vis des bactéries testées.
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A: S aureusl. B : P.aeruginosa. C : S. aureus2. D : E. coli ATCC. E : E. colil. F: E. coli2.

L'action bactéricide des huiles essentielled gdgeriensispeut étre due a la nature
de ces composants chimiques. Plusieurs études ag@mt objectif de déterminer la
composition des HE T.algeriensis montrent qu'elles sont riches en composants
hydrocarbonés monoterpéniques tels que le camphngnéne et & thujene. Ces molécules
sont a l'origine de cette activité antibactérie(mrati et al., 2010) En effet, étant de nature
lipophile, ces molécules peuvent se répartir dasdipides de la membrane cellulaire et des
mitochondries des bactéries affectant leurs strastiet les rendant plus perméables et
conduisant a l'éclatement des cellules bactériefikesblochet al., 1986 et Burtet al.,
2004).

Nos résultats concordent avec ceux rapportéhamat et al.(2012),ces auteurs
ont trouvés que I'huile essentielle @iaalgeriensisa une action bactéricide plus forte que la
notre vis-a-visP.aeruginosaet S.aureus lls ont rapporté des zones d'inhibition de 75 et
60mm respectivement. Dans une étude réaliséed®ippalouti et al. (2011) S.aureuset P.
aeruginosaparaissent moins sensibles que nos souches matsvissdes HE d&hymus
daenensi®0,3 et 16.6 mm respectivement). De méRwmta et al. (2008 ont rapporté que les
HE deT. zygi®nt une activité remarquable Suraureus

Contrairement a nos résulta@hematet al.(2012pnt trouvés qLE. coli est sensible
aux HE deT.algeriensisavec diametre d'inhibition d'environ de 46 mm. Dalautres
travaux réalisés sur d’'autres espéeces de thyBwuspli s’est montré également sensible avec
un diameétre d’inhibition de 17.6 mifPirbalouti et al., 2011)Ces résultats sont liés a la

différence des composés chimiques des huiles ésléentles especes de thymus.
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Conclusion

En vue de [limportance thérapeutique et économigies plantes
meédicinales, cette étude a été réalisée afin dexples activités biologiques des
huiles essentielles dThymus algeriensis qui est une plante médicinale appartenant a
la famille des Lamiacées. L'ensemble des résulthtenus nous ont permis de

constater les points suivants:

 Dans un premier lieu, le rendement en HE Tualgeriensis est assez
remarquable (0,78%).

» Thymus algeriensis a montré une activité antioxydante relativemerficate
avec un pourcentage d'inhibition de 67,53% et 18&@34.96.31ug/ml.

» L'activité antibactériennemontre que I'HE a unéefactivité inhibitrice contre
trois souchesS aureus 1, S aureus 2 etP. aeruginosa) avec des diametres
d'inhibition (54,77-24.77-37.55mm respectivemehés trois souches restantes
d'E.coli ont montré une résistance contre I'HETtymus algeriensis.

Cette étude n'est qu'une contribution simple peuwrdlorisation de cette
plante. Nous estimons que d'autres travaux doigeatréalisés pour approfondir et

développer les recherches concernant les vertilibyaus algeriensis afin de:

» Explorer mieux les activités intéressantes de ceftlante
(antimicrobienne, antitumorales, anticancéreuses).

» Accréditation de l'utilisation des HE de cette pdadans la thérapie,
des maladies chroniques.

» Valoriser ['utilisation du patrimoine botanique detre pays dans la

phytothérapie.
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