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Résumé

Notre étude a tracé comme objectif 1’extraction des huiles essentielles de Thymus vulgaris et
Thymus fontanesii et la détermination de leurs caractéristiques physicochimiques ainsi que
I’évaluation de leurs activités antibactériennes sur quatre souches bactériennes
Staphylococcus aureus (Gram+), Escherichia coli (Gram-), Pseudomonas aeruginosa
(Gram+), et Bacillus cereus (Gram+).

L’extraction des huiles est réalisée par la méthode d’hydrodistillation sur deux plantes
provenant de différentes régions ; Thymus vulgaris acheté de la commune d’AinHdid dans la
wilaya de Tiaret et Thymus fontanesii de la commune de Bordj Bounaama dans la wilaya de
Tissemsilt.

Les résultats montrent que le rendement en huile essentielle de Thymus vulgaris est d’environ
1,062% et I’huile posséde une couleur jaune claire a un aspect liquide avec une odeur épicée.
En revanche, le rendement en huile essentielle de Thymus fontanesii est équivalent a 1,065 %
avec une couleur jaune foncée et un aspect liquide et une odeur odorante.

D’autre part, les valeurs de 1’indice physique pH de Thymus vulgaris et Thymus fontanesii
sont respectivement 5,88 vs 5,60. En ce qui concerne les indices chimiques, nous avons
trouvé que I’indice d’acide est de 0,25 pour Thymus vulgaris et 0,39 pour Thymus fontanesii,
ainsi que les indices de saponification est de 280,55 pour Thymus vulgaris et 392,11 pour
Thymus fontanesii et d’ester sont de 280,3 pour Thymus vulgaris et 391,72 pour Thymus
fontanesii.

L’activité antibactérienne est réalisée par deux méthodes de diffusion des disques sur un
milieu gélosé (MH) et par microdilution sur un milieu liquide, les résultats montrent que les
huiles essentielles de Thymus vulgaris et de Thymus fontanesii exercent une inhibition vis-a-
vis des quatre souches testées avec un diametre qui varie entre 49mm et57 mm pour Thymus
vulgaris et la meilleur activité est observée sur Staphylococcus aureus (Gram+)et Bacillus
cereus (Gram+)avec un diamétre de 57mm. Pour Thymus fontanesii la meilleure activité est
exercée sur Bacillus cereus (Gram+) avec un diameétre de55mm.

Les résultats des CMB et CMI montrent que les huiles essentielles de Thymus vulgaris et
Thymus fontanesii ont une activité antibactérienne intéressante vis-a-vis des souches
bactériennes testees.

Mot clé: Thymus wvulgaris, Thymus fontanesii, huile essentielle, caractéristiques
physicochimique, activité antibactérienne, concentration minimale inhibitrice (CMI),

concentration minimale bactéricide (CMB).
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Abstract

Our study traced as objective of the essential oils of Thymus vulgaris and Thymus fontanesii
the extraction and the determination of physicochemical characteristics as well as the
evaluation of their antibacterial activities on four bacterial strains Staphylococcus aureus
(Gram+), Escherichia coli (Gram-),Pseudomonas aeruginosa (Gram+), and Bacillus cereus
(Gram+).

The extraction of the oils is carried out by the method of hydrodistillation on two plants from;
different regions; Thymus vulgarisfrom the commune of Ain Hdid in the wilaya of Tiaret and
Thymus fontanesii from the commune of Bordj Bounaama in the wilaya of Tissemsilt.

The result show that the essential oil yield of Thymus vulgarisis about 1,062 % and the oil has
a light yellow colour to liquid appearance with a spicy smell. On the other hand, the essential
oil yield of Thymus fontanesii is equivalent to 1,065% with a dark yellow colour and a liquid
appearance and a fragrant odor.

The values of the pH physical index of Thymus vulgaris and Thymus fontanesii are
respectively 5,88 vs 5,60,regarding the chemical indices ,we found that the acid index is
0,25forThymus vulgarisand 0,39 for Thymus fontanesii,thus the saponification indices are
280,55 for Thymus vulgarisand 391,72 for Thymus fontanesii,

The antibacterial activity is carried out by two methods of diffusion of the discs on agar
medium (MH) and by microdilution on a liquid medium, the result show that the essential oils
of Thymus vulgaris and Thymus fontanesii exert an inhibition against the four strains tested
with a diameter varies between 49mm and 57mm for Thymus vulgarisand the best activity is
observed on Staphylococcus aureus (Gram+) and Bacillus cereus (Gram+) with a diameter
57mm , for Thymus fontanesiithe best activity is exerted on Bacillus cereus with a diameter
55mm,

The result of the CMB and CMI show that the essential oils of Thymus vulgaris and Thymus
fontanesiihave an interesting antibacterial activity against the bacterial tested.

Key words

Thymus vulgaris, Thymus fontanesii, essential oil, hydrodistillation, antibacterial activity,

physic-chemical characteristics, minimum inhibitory concentration (MIC), minimum
bactericidal concentration (MBC).
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INTRODUCTION



I- Introduction

Les plantes occupent une partie essentielle de la vie de tous les jours de I’homme.
Elles servent pour la nutrition, le soin et dans d’autres cas 1’accomplissement des rites
religieux. L utilisation des extraits des plantes est trés ancienne, elle remonte aux Egyptiens,

Romains et Grecs (Fellah, 2006).

La science qui étudie les plantes est nommée la phytothérapie et qui correspond a
I’utilisation des plantes dans le but de traiter ou prévenir les maladies. Cette discipline utilise
les feuilles, les fleurs et les sommités fleuries, les racines ou les plantes entiéres, comme elle

peut utiliser des plantes spontanées ou cultivées (Létard et al., 2015).

La médecine traditionnelle est devenue le moyen de traitement le plus utilisé par
environ 65- 80% de la population mondiale. Ce recours vers le traitement par le biais de
plantes est le résultat de la propagation de la pauvreté et le manque d’acces a la médecine

moderne (Badiaga, 2011;M’hamedMerdji et al., 2023).

En Algérie, et au travers des siécles, les traditions ont su développer, conserver et
transmettre la connaissance ainsi que I’utilisation des plantes médicinales pour des besoins
domestiques. Dés lors, les plantes médicinales constituent une opportunité réelle a renforcer
en matiére de développement et d’organisation de filiére en Algérie et ce, notamment dans les
régions rurales et montagneuses. Cette alternative constituerait un plus a la fois en matiere de
ressources possibles mais également pour maintenir une tradition rurale et réduire
partiellement I’exode vers les villes (M’hamedMerdji et al., 2023).

Les huiles essentielles (HEs) sont des substances odorantes volatiles produites par
certaines plantes. On les trouve principalement au niveau des fleurs, des bourgeons, des
feuilles, des rameaux, de I'écorce, du bois, des racines, des rhizomes, des bulbes, des fruits,
des pelures, des graines et de la résine des plantes (Gonzélez et al., 2011;Sadgrove et Jones,
2015). Les HEs contribuent a la survie de 1’organisme concerné. En fait, le terme "huiles
essentielles" a été inventé par un pionnier suisse de la médecine, au debut du XVle siécle, en
référence aux composants efficaces d'un médicament appelé Quintaessentia (Sadgrove et
Jones, 2015).

L’HE est un mélange complexe de plusieurs substances volatiles, principalement des
sesquiterpénes, des monoterpénes, des aldéhydes, des alcools, des esters et des cétones. Elle

joue un réle primordiale dans la résistance des plantes contre les ravageurs, les herbivores, les


https://www.cairn.info/publications-de-Jean-Christophe-L%C3%A9tard--707400.htm

champignons et les bacteries (Harkat-Madouri et al., 2015). Les huiles essentielles sont
dotées des odeurs bien définies, qui peuvent étre déetectées a trés faible concentration. Elles
sont également appelées huiles en raison de leur nature liquide a température ambiante,
différentes totalement des huiles fixes (qui sont composées de mélanges naturels de lipides)
en termes de propriétés chimiques et physiques, et sont composées d'une grande variété de
composants organiques naturels avec différents groupes fonctionnels et structures
moléculaires. Elles sont largement utilisées dans divers pays comme médicaments, parfums,
cosmétiques et conservateurs alimentaires (Oladipupo et al.,2013). Elles ont été utilisées
comme médicaments au 19° siécle en raison de leur ardme et de leur saveur. A ce jour, 3 000
HEs ont été identifiées et environ 300 types d'HEs sont utilisés en parfumerie en raison de
leur ardbme élevé (Burt, 2004).

Les HEs sont des métabolites secondaires qui jouent un réle important dans le
mécanisme de défense des plantes et possedent donc diverses propriétés médicinales,
notamment une activité antimicrobienne. En 1881, De la Croix a signalé pour la premiére fois
que les métabolites secondaires, en particulier les vapeurs d'HEs, avaient des effets
antimicrobiens (Tajkarimi, 2010). Depuis lors, les HEs et leurs phytoconstituants se sont
révelés présenter un large éventail d'activités biologiques, notamment des activités
antibactériennes (Oussalah et al., 2007), insecticides (Kim, Soon-Il et al., 2003), antivirales
(Schnitzler et al., 2007) et antifongiques (Fitzgerald et al., 2003).

En raison de leur arébme, de leur saveur et de leur contenu antimicrobien naturel, les
HEs sont principalement utilisées dans l'industrie alimentaire pour la conservation des
aliments. Par exemple, les HEs extraites des agrumes, telles que les monoterpenes, les
sesquiterpeénes et les dérivés oxygéneés, présentent une forte activité inhibitrice contre les
bactéries pathogénes, ce qui suggere leur utilisation en tant qu'agents aromatiques et
antioxydants (Saceda,2011).

Des facteurs physiques, chimiques et quelques facteurs microbiologiques sont
essentiels a la conservation des aliments. Depuis de nombreuses années, les fabricants et les
consommateurs utilisent des conservateurs synthétiques dans l'industrie alimentaire, mais
I'utilisation de conservateurs synthétiques et leur consommation peuvent entrainer des effets

allergiques, des intoxications, des cancers et d'autres maladies déegénératives (Sauceda, 2011).

C'est pourquoi il est nécessaire de rechercher d'autres alternatives. Ces derniéres

annees, les industries alimentaires ont utilise des extraits de plantes aromatiques et des HEs en



raison de leur capacité a contréler la croissance des micro-organismes pathogenes. Les HES
extraites de la cannelle, de l'origan et du thym présentent des activités antimicrobiennes
significatives contre divers micro-organismes, notamment Listeria monocytogenes,
Escherichia coli, Bacillus thermosphacta et Pseudomonas fluorescents (Mith, Hasika et al.,
2014).

Le rendement d’extraction des huiles essentielles est faible, ce qui explique le prix
¢levé de ces composés. A titre d’exemple, 100 Kg de plantes fraiches permettent d’obtenir
500 a 850 g d’huile essenticlle de lavande officinale (Lavandula officinalis). Le rendement
d’une huile essenticlle est le critére le plus utilisé dans la détermination du prix (Source :

hifamilies.fr).

La famille des Lamiacées est connue comme I'une des plus grandes familles
comprenant I'un des groupes les plus distinctifs de plantes a fleurs. Cette famille est bien
connue pour la richesse de ses especes et les propriétés médicinales qui sont associées. Elle
est largement utilisée depuis les temps les plus reculés (Kocabas et Karaman, 2001).

Le genre Thymus, qui compte environ 215 especes, également appelé "Zaatar" en
dialecte algérien, est une plante aromatique vivace bien connue qui appartient a la famille des
Lamiacées (Amiri, 2012). Le centre d'origine de ces genres est supposé étre la région
méditerranéenne (Azaz et al., 2004) et dans la flore iranienne, 14 espéces ont été décrites,
dont quatre sont endémiques (Safaei-Ghomi et al., 2009). Le Thymus a toujours été considéré
comme une plante médicinale a travers I'histoire, en raison de différentes substances
chimiques complexes. Les HEs, les flavonoides et les composés phénoliques obtenus
produisent une action physiologique définie sur le corps humain (Edeoga et al., 2005).

Le thym et son huile volatile sont utilisés depuis longtemps pour traiter les infections des
voies respiratoires supérieures, les symptdmes de la bronchite, les infections parasitaires, le

prurit associé a la dermatite, les contusions et les entorses (Thosar et al.,2013).

De nos jours, ’HE de Thym est généralement utilisée comme expectorant dans la toux
associee au rhume et également en dentisterie comme désinfectant. Elle exerce un effet
antibactérien sur les bactéries Gram-positives et Gram-négatives et possede une activité
antivirale (virus de I'herpes simplex de type I, rhinovirus humains et virus de la grippe),
antifongique, antioxydante, anti-inflammatoire et spasmolytique. L huile essentielle de Thym

a également des activités antibactériennes marquées (Kaloustian, 2005;Nasir et al., 2015).



Par exemple, I'HE de T. vulgaris s'est avérée efficace contre S. aureus, S. enteritidis, E. coli et

P. aeruginosa (Niculae et al., 2009).

L'activité antibactérienne des HEs de thym est associée a leurs différents composants.
L'efficacité des constituants est basée sur les groupes fonctionnels qu'ils possédent et peut étre
classée en phénols, aldéhydes, cétones, alcools, esters et hydrocarbures par ordre décroissant
(Figueiredo et al.,2008).

Le Thymus vulgaris est I'une des plantes médicinales et aromatiques (PMA) les plus
utilisées, en raison de nombreuses propriétés thérapeutiques de son huile essentielle. La
croissance de la plante, le rendement en biomasse, la teneur en huile essentielle et sa
composition sont influencés par le chémotype, les conditions environnementales, les
techniques de culture et le développement végétatif. Etant donné que la culture des PMA
accorde une attention particuliere a la qualité de la matiere premiere, I'adoption de méthodes

d'agriculture durable est d'une importance capitale (Najar, 2023).

De sa part, le Thymus fontanesii est une plante aromatique propageant activement et
tres utilisée dans la médecine traditionnelles par les populations locales en raison de ses

caractéristiques médicinales importantes (Hadouchi et al., 2009).

Le recensement des plantes du territoire national ainsi que leur valorisation surtout
dans I’industrie pharmaceutique afin de produire des nouveaux médicaments est devenue une

priorité des autorités nationales.

L’objectif de cette étude est la valorisation des deux plantes aromatiques de thym le
Thymus vulgaris de la région de Tiaret et le Thymus fonetanesii de la région de Tissemsilt et
étudier les caractéristiques physicochimiques de leurs huiles essentielles et évaluer leur

activité antibactérienne.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Najar%20B%5BAuthor%5D
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L’objectif de travail :

L’extraction des huiles essentielles de Thymus vulgaris et de Thymus fontanesii et la
détermination des caractéristiques physicochimiques( indice d’acide- indice de saponification-
indice d’ester- pH), et 1’évaluation de ’activité antibactérienne vis-a-vis de quatre souches
bactériennes Staphylococcus aureus , Escherichia coli ,Pseudomonas aeruginosa, et Bacillus

cereus ,
Il. Matériel et méthodes

I1.1. Matériel végétale

11.1.1. Lieu et période de récolte

Deux plantes médicinales et aromatiques ont été utilisées au cours de cette étude;
Thymus vulgaris et Thymus fontanesii. Le matériel végétal a été amené de deux stations
différentes:Thymus vulgaris de la région d’Ain Hdid, dans la wilaya de Tiaret et Thymus
fontanesii de la région de Bordj Bounaama, dans la wilaya de Tissemsilt.

Apres la récolte durant les mois de Février et Mars 2023. Nos échantillons ont été bien

séchés puis conserveé dans un bocal en verre jusqu’au moment de 1I’extraction.

L’extraction des huiles essentielles a été effectuée par la technique d’hydrodistillation
au niveau du laboratoire de biochimie de la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie,

Université Ibn Khaldoun, Tiaret.

1.1.1. Station 01 : Ain Hdid

Nous avons acheté la plante de Thymus vulgaris dans une épicerie de la commune

d’Ain Hdid qui se trouve a 68Km de la wilaya de Tiaret (Figure 01).



FigureOl : Localisation de la commune d’Ain Hdid dans la wilaya de Tiaret (Source :
https://fr.wikipedia.org/wiki/ainHdid).

1.1.2. Station 02 : Bordj Bounaama

Le Thymus fontanessii a été cueillie dans la commune de Bordj Bounaama située dans

la wilaya de Tissemssilt, qui se trouve a101,9Km de la wilaya de Tiaret(Figure 02).

Figure02 : Localisation de la commune de Bordj Bounaama(Source :
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/c/cd/DZ 38 Bordj Bou Na
ama.svg/langfr-280px-DZ 38 Bordj Bou Naama.svg.pnq)



https://fr.wikipedia.org/wiki/ain
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/c/cd/DZ_38_Bordj_Bou_Naama.svg/langfr-280px-DZ_38_Bordj_Bou_Naama.svg.png
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/c/cd/DZ_38_Bordj_Bou_Naama.svg/langfr-280px-DZ_38_Bordj_Bou_Naama.svg.png

11.1.2.Classification des deux plantes

Tableau 01 : Classification botanique de Thymus vulgaris

Régne

Plantes

Sous regne

Plantes vasculaires

Embranchement

Spermaphyte

Sous embranchement

Angiosperme

Classe Dicotyledone
Sous classe Dialypétales
Ordre Labiales
Famille Lamiacees
Genre Thymus

Tableau 02 : Cassification botanique de Thymus fontanesii

Régne

Plantes

Embranchement

Spermaphytes(phanerogames)

Sous embranchement

Angiospermes

Classe Dicotylédones

Sous classe Metachlamydées(gamopétales)
Ordre Tubiflorales

Famille Labiees

Genre Thymus

11.2. Protocole expérimentale
11.2.1. Séchage et préparation de la plante

Les feuilles des plantes de Thymus vulgaris et Thymus fontanesii ont été sechees a la
température de laboratoire pendant 15 jours. Ensuite, le matériel végétal a été conservé dans

des flaconsen verre hermétiquement fermesjusqu’a I’extraction.
11.2.2. Extraction des huiles essentielles par hydrodistillation

L’hydrodistillation est une méthode trés simple et trés utilisée pour 1’extraction des
huilles essentielles. Son principe est trés simple et ne demande pas un appareillage

sophistiqué(Brain,1995). L’hydrodistillation peut durer plusieurs heures (Lucchesi et al.,



2004). Elle consiste a immerger la matiére végétale dans un ballon remplie d’eau distillée, que

I’on porte ensuite a 1’ébullition. Lorsqu’on chauffe le ballon qui contient la solution aqueuse

la vapeur détruit les cellules végétales qui libérent des molécules odorantes, celles-ci sont

emportées par la vapeur qui est ensuite refroidie dans un condenseur (Figure 03).

Le distillant est transféré dans une ampoule a décanter et on laisse 24h afin de séparer I’cau

d’huile.

Tableau 03 : Conditions opératoires de I'nydrodistillation des deux plantes médicinales

Matiére végétale Thymus vulgaris Thymus fontanesii
Quantité de la matiere végétale (g) 100 75
Quantité d’eau (ml) 1000 600
Température (°C) 100 100
Temps d’hydrodistillation (Heures) 3 2,5

Figure 03 : Dispositif d’hydrodistillation (Photo originale).
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11.2.3. Conservation des huiles essentielles

Apres la récupération de I’HE, on ajoute du sulfate de magnésium et on laisse réagir
pendant 15min pour éliminer toute trace d’eau puis les huiles sont conservées dans des tubes
en verre hermétiquement fermés a basse température a 4 °C et a I’abri de la lumiére jusqu’a
leur utilisation (Haddouchi et al.,2009; Bousbia, 2011; Giweli et al.,2013) (Figure04 et
Figure05).

Figure04 : Huile essentielle de Thymus fontanesii(Photo originale)

Figure05 : Huile essentielle de Thymus vulgaris (Photo originale)
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11.2.4. Détermination de rendement

Le rendement en HEs est définie comme étant le rapport entre la masse d’HE

recuperée et la masse de la matiére seche a traiter. Il est exprimé en pourcentage

(Carre,1953;Bekhachi, 2002) .

> Le rendement est calcule par la formule suivante :

MHE
RHE*% = Ms X 100

e RHE : Rendement en huile essentielle en %.
e MHE : Masse d’huile essentielle en gramme.

e Ms : Masse de la plante séche en gramme.

11.3.Détermination des propriétés physicochimiques d’HE
11-3-1 Indice physique

11.3.1.1.pH : le potentiel hydrogene

C’est un indice permettant de mesurer 1’activité chimique des protons des ions

hydrogéne H+ en solution.

La détermination du pH se fait par bandelette ou pH-métre.

12



Figure 06 : Bandelette de pH (Photo originale).

Figure07 : pH métre (Photo originale).
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11.3.2. Indices chimiques

Afin de déterminer les indices chimiques tels que : I’indice d’acide, saponification et
d’ester, nous avons utilisé des méthodes conformes aux normes de 1’association frangaise de
normalisation(AFNOR).

11-3-2-1 Indice d’acide
a-Définition

L’indice d’acide est est la quantité en milligrame d’hydroxyde de potatuim(KOH)
nécessaire pour neutraliser les acides gras libres (AGL) contenus dans le corps gras (huile
essentielle) (AFNOR)

b-Mode opératoire

On pese 0,5g¢ d’HE et on I’ introduit dans un erlenmeyer en verre, puis on ajoute 5ml
d’¢thanol a 95 %et 5 gouttes de phenolphetalines (pp) a 0,2%. Ensuite, on neutralise grace a
une solution ¢thanoique de KOH (0,1 mol/l) jusqu’a I’obtention de la couleur rose.
c-Méthode de calcul

L’indice d’acide est calcule par la formule suivante (Wolff, 1968) :

1A = (56,1 xVxN)

mg de KOH / g d’huile

V : Volume en ml d’hydroxyde de potassium (0.1N) nécessaire au titrage.

N : Normalité de solution d’hydroxyde de potassium (0.1N).

P : masse (g) de la prise d’essai.

56.11 : Masse molaire, exprimé en g /mol, d’hydroxyde de potassium.

11.3.2.2. Indice de saponification
a-Définition

L’indice de saponification est la quantité en milligramme d’hydroxyde de potassium
(KOH) nécessaire pour saponifier un gramme de matiere grasse, il est mesuré selon le
protocole décrit par la norme NF.T60-206(AFNOR, 1984).
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b-Mode opératoire

On pese 0,5g d’HE dans un ballon puis on ajoute 25ml de KOH (0,5mol/l), puis on
place le ballon dans un bain marie pendant 45a 60 min. ensuite, on ajoute 2a 3 gouttes de
phénolphtaléine (Figures 08 et 09).

Un essai a blanc a été réalisé dans les mémes conditions.
c- Méthode de calcul

L’indice de saponification est calculé par la formule suivante(Wolff, 1968) :

Vo-V

Ig = X N X 56,11

Vo : volume en ml de HCI utilisé pour I’essai a blanc.

e V :volume en ml de HCI utilisé pour I’échantillon a analyser.

P : prise d’essai en grammes.
N : normalité de KOH (0,5 mol/l).
56,11 : poids moléculaire de KOH.

11.3.2.3 Indice d’ester

C’est le nombre d’hydroxyde de potassium (KOH) exprimé en (mg) nécessaire pour
neutraliser 1’acide libéré par I’hydroxyde d’ester dans 1 gramme de corps gras.

L’indice d’ester est donné par la formule suivante :

IE=indice de saponification- indice d’acide
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Figure08 : Détermination de 1’indice de saponification d’HE de Thymus vulgaris (Photo
originale).

Figure09 : Détermination de I’indice de saponification d’HE de Thymus fontanesii(Photo
originale)
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1.4 Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne est réalisée par la méthode d’aromatogramme qui détermine
la sensibilité des différentes souches bactériennes et par la méthode de microdilution pour
déterminer les concentrations minimales inhibitrices et les concentrations minimales

bactéricides vis-a-vis des souches testées.

Ce test est évalué au niveau du laboratoire de microbiologie de la Faculté des Sciences

de la Nature et de la Vie,université Ibn khaldounm Tiaret.

L’activite antibactérienne est appriéciée par la mesure de la zone d’inihibition (El

amri et al.,2014).
11.4.1 Souches bactériennes

L’activité antibactérienne des HEs de Thymus vulgaris et Thymus fontanesii est
effectuée sur quatre souches bactériennes appartenant a deux catégories (Gram+ et Gram-),

ces souches sont :

» Staphylococcus aureus (Gram+) ;
» Escherichia coli (Gram-) ;
» Pseudomonas aeruginosa (Gram-) ;

> Bacillus cereus (Gram+).

11.4.2 Repiquage

Des ensemencements de souches bactériennes ont été effectués sur différents milieux
selon la méthode des stries simples, la gélose Heckton pour Escherichia coli, la gélose
Chapman pour Staphylococcus aureus, ainsi que le milieu Cetrimide pour Pseudomonas
aeruginosa et finalement la gélose nutritive pour Bacillus cereus. Toutes les boites ont été

placées dans un incubateur a température de37°C pendant 24heures(Figure 10).
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Figure 10 : Milieux de culture utilisés (Photo originale)

11.4.3Tests de confirmation

» Coloration de Gram

On dépose des lames propres sur un porte lame et on dépose des colonies pures de
différentes souches de bactérie (E.coli, S. aureus, B.cereus, P. aeruginosa) sur une goutte
d’eau distillée, puis on séche le frottis et on le fixe, et on le couvre avec le violet de gentiane
puis on laisse agir pendant 1min,apres on verse I’exces de violet et on couvre le frottis avec le
lugol, on laisse agir30sec. Ensuite on rince la lame avec 1’alcool a 96° puis avec 1’eau
distillée. On recolore avec la fuchsine et on laisse agir pendant 1min, enfin on rince le frottis
avec I’eau distillée et on séche avec le papier buvard.

L’observation se fait au microscope optique avec 1’objectif G*40 puis Gx100avec
I’huile a immersion.
Les bactéries qui prennent la couleur violette sont des bactéries a Gram+,

Et les bactéries qui prennent la couleur rose sont des bactéries a Gram-.

> Test de catalase

Est un test fondamentale pour I’identification des bactéries & Gram+, nous 1’avons
utilisé dans cette présente étude pour confirmer nos souches référenciées. La catalase est une

enzyme qui catalyse la dégradation du peroxyde d’hydrogene (H20,).
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Mode opératoire

On dépose une goutte d’eau oxygéné (H,O,) sur une lame puis on ajoute une colonie
de souche a tester a ’aide d’une anse de platine. Une réaction positive se traduit par la

formation des bulles.

» Test d’oxydase
Le test d’oxydase est un test fondamental pour orienter I’identification des bactéries a

Gram-.

Mode opératoire

Sur une lame propre et seche on dépose une goutte d’eau distillée puis des colonies de

bactérie et enfin on ajoute un disque d’oxydase.

Si le substrat présente une tache violette, alors le substrat a été oxydé.

» Test ’ONPG
ONPG : L’o-Nitrophényl-B-D-galactopyranoside

Mode opératoire

On dépose des colonies de bactérie dans une suspension d’eau physiologique puis on

ajoute un disque ONPG, on place les tubes a 1’étuve a 37°C pendant 24h.

Une couleur jaune indique un résultat positif (Figure 11).
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Figure 11 : Test d’ONPG des souches bactériennes (Photo original)

I1-4-4méthode de diffusion sur un milieu gélosé :(Aromatogramme)

Principe

Pour évaluer I’activité antibactérienne des HEs de Thymus vulgaris et Thymus
fontanesii, nous avons utilisé la méthode d’aromatogramme sur un milieu gélosé. La gélose

de Muller Hinton stérile est coulée dans des boites de Pétri et laissées refroidir.
» Préparation de ’inoculum bactérien standard

A partir des cultures bactériennes jeunes de 18h, quelques colonies bien isolées et
parfaitement identiques & été prises et mises dans des tubes contenant 9ml de solution d’eau
physiologique. La suspension bactérienne a été agité pendant 15seca 1’aide d’un vortex, la
densité optique de chaque suspension a été confirmée sur un spectre UV visible, I’absorbance

doit &tre comprise entre 0,08 et 0,13 (selon I’échelle de Mc Farland 0.5) (Arab et al., 2014).
» Ensemencement

Couler respectivement la gélose MH dans des boites de Pétri bien stérile jusqu’a une
épaisseur de 4mm (un volume de 20ml) et laisser les refroidir sur la paillasse, avec un
écouvillon imbibé dans la suspension bactérienne standard, étaler la surface de la gélose a en
tournant la boite a chaque fois a60°.
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A T’aide d’une pince métallique stérile, prélever un disque de cellulose stérile (papier
buvard d’un diamétre de 6mm) puis I’imbiber avec 10 ul d’HE et le déposer sur la gélose
MH. Utiliser des disques de chlorampheniol 30pug comme témoin positif tandis que des
disques imbibés del0Oul d’eau physiologique ont été utilisés comme témoin négatif. Cette

expérience a été realisée en triplicata.

B i

Figure 12 : Préparation du milieu de Muller Hinton(Photo original)

> Incubation

Toutes les boites de Pétri ont été incubées a I’é¢tuve a une température de 37°C pendant

24 heures.
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e |ecture

La lecture se fait en mesurant la zone d’inhibition autour de chaque disque a 1’aide
d’une régle (mm). Selon ponce et al. (2003) et Moreira et al. (2005), la sensibilité des

germes a été classée comme suit :

Diamétre moins de 8mm : résistante

Diametre de 9a 14 mm : sensible (+).

Diametre de 15a19 mm : trés sensible (++).

Diametres plus de 20 mm : extrémement sensible (+++).

I1-4-5Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration
minimale bactéricide(CMB) des huiles essentielles des plantes étudiées par la technique

de microdilution

La CMI de l'huile essentielle a été déterminée contre 04 souches bactériennes
référenciées, la détermination de la CMI des huiles essentielles des Thymus vulgariset celle de
T. fonetanesii a été effectuée par la technique de microdilution en utilisant des microplaques
stériles avec 96 (12 x 08) puits avec un plat profond et un couvercle approprié(Viljoen et al.,
2003; Sahin et al., 2004).

Cette technique consiste a ensemencer, par un inoculum standardisé, une gamme de
concentration décroissante en huile essentielle. Apres incubation, 1’observation de la gamme
permet de déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI), qui correspond a la plus
faible concentration en huile essentielle capable d’inhiber la croissance de 90% de la

population microbienne.

Une microdilution des huiles essentielles a tester, est produite dans une microplaque.
La gamme de concentration est alors produite dans les 96 puits,50ul de 1’huile essentielle sont
ajoutés dans le premier puits de chaque ligne, puis des dilutions doubles ont été effectuées
dans le bouillon Mueller Hinton (BMH). Ensuite 5ul de I’inoculum standard ont été ajoutés a
chaque puis. Chaque ligne est réservée pour une souche déterminée avec répétition. Des puits
contenants de BMH inoculé par la souche déterminée sont utilisés comme controles positifs,
ceux contenant le BMH non inoculés sont utilisés comme controle négatif. Apres 24heures

d’incubation a 37°C, la CMI de I’huile essentielle est déduite a partir du premier puits de la
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gamme dépourvue de croissance microbienne. La lecture s’effectue en utilisant un indicateur
coloré le 2,3,5-diphenyltetrazolium chloride [TTC, le rouge tetrazo-lium] diluée dans de I’cau
distillée stérile, a une concentration de 0.5% aprés 21h d’incubation. Par 1’ajout de 20ul de
TTC suivit d’une 2°™incubation pendant 3h & 37°C, le TTC révéle la présence de bactéries

vivantes par 1’apparition d’une coloration rouge (Eloff ,1998).

La concentration minimale bactéricide(CMB) correspond a la plus faible concentration
en huile essentielle capable de tuer plus de 99,9% de 1’inoculum microbien initial (Soit moins
de 0,1% de survivants) (Skandamis et al., 2001). Elle définit I’effet bactéricide ou

bactériostatique d’une huile essentielle.

10ul de la suspension bactérienne sont repiqués a partir des puits montrant une
absence compléte de la accroissance bactérienne puis déposés « en strie » sur gélose Muller

Hinton. Les boites ensemencées sont incubées pendant 24heures a 37°C.
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CHAPITRE II

Résultats et discussion



111-1 Rendement en huile essentielles

Le rendement en huile essentielle est défini comme étant le rapport entre la masse

del’huile essentielle obtenue aprés I’extraction et la masse de la maticre végétale

utilisée(Afnor,1986).
Les résultats de RHE sont mentionnés dans le Tableau (04)

Tableau04 : Rendement en huiles essentielles de Thymus vulgaris et Thymus fontanesii

obtenu par hydrodistillation

écart
Rendement % RHEL1 RHE2 RHE3 RHE4 Moyenne type
T.vulgaris 1,057 1,12 1,021 1,05 1,062 0,042
T .fontanesii 1,059 1,083 0,754 1,364 1,065 0,249

Le rendement en huiles essentielles des plantes étudiées Thymus vulgaris et Thymus
fontanesii sont respectivement 1,062 %et 1,065% (Tableau 04).

Le rendement de HE de Thymus vulgaris moyen en huile essentielle a été calculé sur la
base de la matiére seche. Il est relativement faible par rapport a certaines plantes qui sont
exploitées industriellement comme source des huiles essentielles (EI OualiLalami et al.,
2013).

De nombreux facteurs influencent le rendement, la teneur, les caractéristiques physico-
chimiques et la composition chimique des huiles essentielles tels que I’espece, les conditions
environnementales, la technique d’extraction, le séchage, la période et le milieu de récolte, les

pratiques culturales et 1’age du matériel végétal (Aberchane et al., 2001).

Le rendement de I'huile essentielle de Thymus vulgaris et de Thymus fontanesii obtenu
(1,062% et 1,065%) est inférieur a celui rapporté par Tohami. 2017 sur une autre espece de

Thym (Thymus numidicus) qui est proche a 2,85%.

Les rendements rapportés dans la littérature dans différentes régions d’Algérie de ’'HE
de Thymus varient entre 1,12 % et 4,2% avec la plus grande valeur pour I’espece de Tlemcen.

Ces rendements sont relativement proches de ceux trouvés chez la méme espéce dans

25



différentes régions du monde, en effet le rendement varie de 0,25% a 5,0 % avec la plus

grande valeur pour I’espéce de Jordanie (El OualiLalami et al., 2013).
I11-2 Caractéristiques organoleptiques

Les caractéristiques organoleptiques (couleur, odeur et aspect) des huiles essentielles
de Thymus vulgaris et Thymus fontanesii sont regroupées dans le Tableau 05.

I11-3 Caractéristiques physicochimiques d’HEs

Le controle de I’huile essentielle se fait par la détermination des paramétres physico
chimiques qui seront utilisées pour décrire 1’huile et servir de critéres de qualité de 1’huile.
Les méthodes de détermination des caractéristiques physico-chimiques sont décrites dans le

recueil de normes publié par 1’ Association Frangaise de Normalisation (AFNOR, 1989).

Les résultats obtenus des analyses physicochimiques indiquent que 1’échantillon
analysé se trouve dans les fourchettes de référence établies par les normes AFNOR. Les

résultats sont regroupés dans le Tableau 06.
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Tableau 05: Caractéristiques organoleptiques de I’HEs de Thymus vulgaris et Thymus

fontanesii
HE. Thymus fontanesii HE. Thymus vulgaris
Caracteéristiques Normes Résultats Normes (AFNOR, Résultats
(AFNOR, obtenus 2000) obtenus
2000)
Aspect Liquide mobile
et limpide Liquide Liquide mobile Liquide
Couleur
Couleur jaune pale jaune foncée traditionnellement Jaune clair
allant du brun au
brun-rouge
Odeur
Tres aromatique caractéristique
Epicée Epicée aromatique, Forte a piquante
Odeur rappelant celle | rappelant celle phénolique
du thymol du thymol (thymol) avec un
fond légérement
épicé

Tableaux 06 : Valeurs des indices physicochimiques des HEs

Caracteristiques Thymus vulgaris Thymus fontanesii
Indice d’acide 0,25 0,39
Indice de saponification 280,55 392,11
Indice de d’ester 280,3 391,72

Ph 5,88 5,60
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D’apres les résultats mentionnés dans le Tableau06,0n constate que le pH des huiles
essentielles des espéces étudiées est acide (pH<7). Il convient de souligner que le pH joue un
role déterminant au cours des réactions chimiques et biochimiques et peut influencer les
propriétés stabilisatrices d'une huile essentielle (effets antioxydant et antimicrobien)
(Mahboub et al., 2019).

L’indice d’acide (IA) doit étre le plus petit possible. Dans notre étude 1’indice d’acide
d’HE des plantes étudiées Thymus vulgaris et Thymus fontanesii sont respectivement de 0,25
et 0,39 cet indice, certes dans les normes, demeure tres faible. Une huile essentielle fraiche

contient trés peu d’acides libres (Fauconnier, 2006).

Ceci est d0 au fait que I'huile est placée dans un flacon en verre teinté, car il a été
démontré que la lumiere modifie la structure de I'huile et provoque la prolifération des acides.
En effet, I'huile s'oxyde, se dégrade rapidement et provoque une augmentation de l'indice
d'acidité (Rached et al., 2022).

De méme, un indice d’acide inférieur a 2 est un indicateur d’une bonne conservation

de T’huile (Steve et Pierre, 2013) ce qui est le cas de notre huile essentielle.

Par ailleurs, l'indice de saponification permet de caractériser le poids moléculaire et la
longueur moyenne des chaines grasses auxquelles il est inversement proportionnel (Mahboub
et al., 2019). Pour HE de Thymus vulgaris, nous avons enregistré une valeur supérieure acelle

du Thymus vulgaris marocain qui a enregistré (22,4) (Elgamouw et al.,2020).

Dans notre étude, nous avons trouvé que I’indice d’ester d’HE de Thymus fontanesii
est égal a de 391,72. Ce résultat est trés élevé par rapport aux normes AFRNOR 1996 qui est
une valeur entre 49,5-52,55.D’autre étude dans la région de Boumerdes par Mebarki.2010
ont trouvé que I’indice de Thymus fontanesii est égale a 51,825, cette valeur est acceptable
dans les normes d’AFNOR.

Plus la quantité d'ester dans I'huile est importante, plus sa qualité est élevée (Rached
et al.,2022).
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111.4 Evaluation de I’activité antibactérienne des huiles essentielles

111.4.1 Tests de confirmation des souches

Apres avoir établi les différents tests de confirmation, nous avons obtenu les résultats décrits

sur le tableau suivant :

Tableau 07 : Résultats des tests de confirmation des souches bactériennes

Souches Coloration de Test de catalase | Test d’oxydase | Test d’ONPG
Gram

Bacillus cereus + + - -

Escherichia - + - +

coli

Pseudomonas - + - +

aeruginosa

Staphylococcus + + - -

aureus

111.4.2 Test de sensibilité :

Aprés avoir évalué 1’activité antibactérienne des HEs de Thymus vulgaris et Thymus
fontanesii sur quatre souches bactériennes :Staphylococcus aureus (Gram+), Escherichia
coli(Gram-) Pseudomonas aeruginosa (Gram-), Bacillus cereus (Gram+)par la méthode de
diffusion sur un milieu gélosé (MH) le diametre mesuré détermine une donnée qualitative de
I’inhibition avec comme regle « plus le diametre d’inhibition est important, plus 1’échantillon

testé présente une activité antibactérienne importante ».

Les résultats du test de sensibilité obtenus sont illustrés dans le tableau 08 :
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Figurel3 : Observation microscopique des quatre souches
bactériennes (coloration de Gram)* 100 (Photos originales).
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Tableau 08 : Zones d’inhibitions (mm) des souches bactériennes :

Souches bactériennes

Huiles essentielles Escherichia | Staphylococcu | Bacillus Pseudomonas

coli S aureus cereus aeruginosa
Thymus  vulgaris 56 57 57 49
Thymus fontanesii 40 42 55 23
Témoin positif 28 25 23 30
«Chloramphénicol»
Témoin négatif 0 0 0 0
« eau distillée »

D’aprés nos résultats, nous constatons que les huiles essentielles de T. vulgaris
témoignent une forte activité antibactérienne, et la plus importante a été observée avec I’HE
de T. vulgaris contre Staphylococcus aureus et Bacillus cereus avec un diamétre d’inhibition
environ (57mm)et pour Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa avec un diamétre de
56mm et 49mm respectivement. Nos résultats sont en accord avec les résultats réalisés par
Cheurifa et al.(2013) qui ont montré que I’huile essentielle de T. vulgaris témoigne une
activité antibactérienne intéressante sur les bactéries a Gram + comme sur les bactéries a

Gram- avec un diametre variant de 22,00mm a 45,00mm.

En revanche, nous trouvons que I’HE de T.fontanesii a une forte activité
antibactérienne, les diametres d’inhibition sont supérieurs a 20 mm. On remarque que
Pseudomonas aeruginosa est montré peu sensible a I’action de I’huile essentielle de T.
fontanesii par rapport aux autres bactéries testées, avec un diamétre de 23 mm. Cette faible
sensibilite est due a la nature de sa membrane externe qui lui confére la résistance a la plupart
des agents biocides. Le plus grand diamétre d’inhibition est obtenu avec Bacillus cereus

(55mm), cette espece donc est la plus sensible a I’huile essentielle de T. fontanesii.
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Nos résultats sont similaires aux résultats de Haddouchiet al. (2009) qui ont montré que
I’huile essentielle de Thymus fontanesii présente une activité antibactérienne significative
contre toutes les bactéries sauf Pseudomonas aeruginosa et leur diameétre variait entre 8mm et

20mm.

Cette grande activité antibactérienne de ces huiles essentielles est liée a la présence des
phénols (thymol, carvacrol) qui y sont majoritaire. Valero et al. (2006) ont prouvé la
permeéabilité de la membrane cellulaire des bactéries qui réduit la force promotrice et diminue
ainsi le taux intracellulaire d’adénosine triphosphate ou ATP. Plus les teneurs en phénol sont
élevées plus les HEs sont efficaces (Zahiri, 2006; Mebarki, 2010).

Généralement toutes les huiles essentielles sont plus efficaces vis-a-vis des bactéries
Gram + que Gram —.Les bactéries a Gram- sont plus résistantes aux huiles essentielles grace a

leur membrane externe (Zakia, 1988).

Ainsi, la structure de la paroi cellulaire a Gram + permet aux molécules hydrophobes
de pénétrer facilement dans les cellules et d’agir a la fois sur la paroi cellulaire et a I’intérieur
du cytoplasme, par contre les bactéries a Gram — caractérisées par la présence de lipo-
polysaccarides qui englobent la couche bactérienne de peptidoglycane limitant la diffusion

des composés hydrophobes dans le cytoplasme.

D’autre part, les résultats du test de sensibilité des huiles essentielles des deux plantes
aromatiques T. vulgaris et T. fontanesii ont montré que ces deux plantes témoignent une
activité antibactérienne intéressante et donc plus active sur I’ensemble des souches testées.
Selon I’interprétation de la sensibilité des bactéries déterminée par ponce el al. (2003), nous
constatons que toutes les bactéries testées dans cette étude sont montrées extrémement

sensibles mais avec des spectres variables (Figures 15 et 16).
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Figure 14: Test de sensibilité des différentes souches bactériennes vis-a-vis de I’huile
essentielle de Thymus vulgaris.
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P.aeruginosa W

Figure 15 : Test de sensibilité des différentes souches bactériennes vis-a-vis de 1’huile

essentielle de Thymus fontanesii.
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111.4.3 Détermination des concentrations minimales inhibitrice et les concentrations

minimales bactéricides des huiles essentielles de Thymus vulgaris et de Thymus fontanesii

vis-a-vis des souches testées :

La détermination des paramétres d’inhibition (CMI) et (CMB) nous a permis non

seulement de confirmer les résultats obtenus mais aussi de quantifier I’activité antibactérienne

des huiles essentielles de Thymus vulgaris et Thymus fontanesii.

Les résultats des CMI

et CMB des deux huiles essentielles vis-a-souches :

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus sont

illustrés dans le tableau suivant :

Tableau 09 : CMI et CMB des deux huiles essentielles testées exprimées en pl/ml:

Souches

HE de Thymus vulgaris

HE de Thymus fontanesii

CMI

*Escherichia 1,562

coli

Staphylococcus g 781

aureus
Pseudomonas
. 0,781
aeruginosa
0,781

Bacillus cereus

CMB

1,562

>25

>25

>25

CMB/CMI

1

>4

>4

>4

CMI

1,56

1,56

1,56

1,56

CMB

>50

>50

>50

>50

CMB/CMI

>4

>4

>4

>4
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Thymus vulgaris

Les CMI de I’huile essentielle de Thymus vulgaris ont été de 0,781 a 1,562 pl/ml vis-
a-vis des souches testées, ce qui prouve que cette huile posséde une activité antibactérienne
intéressante contre toutes les souches bactériennes et selon les valeurs illustrées dans le
tableau 09, les concentrations minimales inhibitrices de cette huile essentielle vis- a-vis
Staphylococcus aureus,Bacillus cereus et Pseudomonas aeruginosa sont de 0,781pul/ml, alors

que pour Escherichia coli est 1,562 pl/ml.

Des CMB supérieures a25 ont été enregistrées au cours de cette étude chez
Staphylococcus aureus,Bacillus cereus et Pseudomonas aeruginosa, sauf pour Escherichia
coli la CMB a été del,562 pl/ml.

Nos résultats sont similaires avec les résultats qui ont été obtenus par Ettayebi et al.
(2000) qui montrent que ’activité de 1’huile de Thymus vulgaris a été plus efficace contre les

bactéries Gram + (Staphylococcus aureus) que contre les bactéries Gram- (Escherichia coli).

D’apreés nos résultats, le rapport CMB/CMI a été supérieur de 4 chez Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus et Pseudomonas aeruginosa. En se référant a Bouabdali et al. (2016),
I’huile essentielle de Thymus vulgaris a un pouvoir bactériostatique vis —a-vis des souches
bactériennes testées excepté la souche de Escherichia coli ou le rapport CMB/CMI a été de 1

donc cette huile est considérée comme bactéricide vis-a-vis cette espece.
Thymus fontanesii

Les CMI de I’huile essentielle de Thymus fontanesii enregistrées ont été égales a

1,56ul/ml a I’égard des quatre souches étudiées.

Des résultats supérieurs ont été rapportés par Mohammedi et al. (2016)qui déclarent
que Thymus fontanesii a une activité intéressante par rapport aux HEs d’autres plantes
aromatiques avec une CMI de 0,75 pl/ml. Selon le tableau09,nos résultats sont inférieurs a
ceux obtenus par Haddouchi et al.(2009) qui montre une absence de la croissance de toutes
les souches au niveau de la solution mere, les CMI des souches de Bacillus cereus et

Staphylococcus aureus sont comprise entre 368,76 et 460,95ug/ml.

Des CMB supérieures a 50ul/ml ont été enregistrées au cours de cette étude chez

toutes les souches bactériennes testées, des résultats supérieurs ont été obtenus par Baitich et

36



al. (2019) qui montrent que les CMB des huiles essentielles de Thymus fontanesii sont entre
0,625ul/ml et 1,25ul/ml.

D’aprés Nos résultats le rapport CMB/CMI a été supérieur a 4ul/ml et selon
Bouabdali et al.(2016),nous constatons que I’huile essentielle de Thymus fontanesii a un

pouvoir bactériostatique vis —a-vis des souches bactériennes testées.

L’huile essentielle de Thymus fontanesii a exercé une forte activité bactériostatique
contre toutes les bactéries, ce grand pouvoir observé est attribué principalement a leurs
teneurs élevées en phénols terpeniques (thymol et carvacrol) ou bien liée aux criteres
écologiques : température, humidité relative, insolation, nature de sol, ainsi que la période de
récolte.

Cette étude a permis une fois la mise en valeur de I’exploitation des huiles essentielles,
dans le domaine pharmaceutique et cosmétique, par la méme occasion, elle confirme leur

utilisation comme conservateur dans le domaine de I’industrie agroalimentaire.
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CONCLUSION



Conclusion

L'utilisation des huiles essentielles et de leurs composants remonte a la
préhistoire. Cependant, ce n'est qu'avec l'amélioration des techniques analytiques
modernes qu'il a été possible d'évaluer I'importance des huiles essentielles pour
I'industrie, principalement les domaines de cosmétiques et de I'industrie alimentaire.
La tendance actuelle de réduction de l'utilisation des produits de synthése au profit
d'alternatives naturelles fait des huiles essentielles et de leurs composants des

alternatives possibles pour cette question.

L’ Algérie est riche en plantes aromatiques ou elles étaient utilisées dans tous
les domaines notamment la médecine et rencontreront un grand succés en

phytothérapie.

Le travail que nous avons entrepris porte donc sur [’évaluation des activités
antibactériennes de deux especes de Thym, le Thymus vulgaris de la région de Tiaret

et le Thymus fontanesii de la région de Tissemsilt.

L’extraction des huiles essentielles des deux plantes a été faite par la méthode
d’hydrodistillation. Nos résultats ont indiqué que le rendement est de 1,09% pour

Thymus vulgaris et de 1,33% pour Thymus fonetanesii.

En ce qui concerne, les propriétés physicochimiques des deux espéces, nous
avons enregistré des indices de saponification de I’ordre de 280,55 et 392,11 pour
Thymus vulgaris et Thymus fontanesii respectivement. Tandis que pour [I’indice
d’acide, nous avons enregistré des valeurs équivalentes a 0,25 et 0,39 pour Thymus
vulgaris et Thymus fonetanesii successivement. En outre, I’indice d’ester a montré des
valeurs égales a 280,3 et 391,72 pour Thymus vulgaris et Thymus fonetanesii. En ce
qui concerne le pH, les deux huiles essentielles présentent un pH acide ; 5,88 vs

5,60 pour Thymus vulgaris et Thymus fonetanesii respectivement.

Quant a Dactivité antibactérienne, nous avons utilis¢é quatre souches
bactériennes, nous avons donc remarqué que les huiles essentielles des deux plantes
sont efficaces contre toutes les bactéries testées mais elles avaient un effet plus fort

sur les bactéries gram positives que sur les bactéries gram négatives.
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D’apres les résultats obtenus, nous pouvons dire que les huiles essentielles de
Thymus vulgaris et de Thymus fontanesii sont de bonnes qualités et se caractérisent
par des activités biologiques qui leur permettent d'avoir un effet fort sur les cellules
bactériennes gram négatif et gram positif. De ce fait, elles seront utiles sur de

nombreuses maladies.
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ANNEXES



Annexes 1 : Préparation des milieux de culture utilises

e Muller Hinton

38g de poudre et la mélanger dans 1L d'eau distillée

e Gélose nutritive

28,0 grammes dans 1 litre d'eau distillé

e Chapman

111 grammes de milieu deshydraté dans un litre d'eau distillée stérile

e (Gélose céramide

45,3 g de milieu déshydraté dans 1 litre d'eau distillée
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