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Résumé

Ce travail vise la détermination des caractéristiques physicochimiques des huiles
essentielles du Thymus ciliatus L. et du Thymus vulgaris L. récoltées respectivement dans
deux biotopes différents : la région Si el mahjoub située dans la ville de Médéa et la région El
Mawan localisée dans la ville de Sétif et le dosage des métabolismes qualitativement et
quantitativement dans le Thymus vulgaris L. en évaluant son activité antioxydante
Les indices physicochimiques des huiles essentielles des deux espéces sont compris dans les
normes données par AFNOR et ISO.

L’examen phytochimique des extraits de Thymus vulgaris L. divulgue la présence d’une
quantité importante des flavonoides et des tannins.

La concentration des polyphénoles dans I'extrait de Thymus vulgaris L est de 265.9 +

1.18 mg EAG/ g d’extrait tandis que la teneur en flavonoides se montre avec une valeur de
16.11+0.14mg EQ/g.

Mots clés : Thymus ciliatus L. et du Thymus vulgaris L, huiles essentielles, extraits screening

phytochimique, métabolites secondaires (poly phenols et flavonoides), activité antioxydante.



Abstract

This work aims to determine the physicochemical characteristics of essential oils of
Thymus ciliatus L. and Thymus vulgaris L. collected respectively in two different biotopes: the
Si el mahjoub region located in the city of Médéa and the EI Mawan region located in the city
of Sétif and the determination of metabolisms qualitatively and quantitatively in Thymus
vulgaris L. by evaluating its antioxidant jactivity.

The physicochemical indices of essential oils of the two species are included in the standards
given by AFNOR and 1SO.

The phytochemical examination of the extracts of Thymus vulgaris L. discloses the
presence of a significant amount of flavonoids and tannins.

The concentration of polyphenols in the extract of Thymus vulgaris L is 265.9 + 1.18
mg EAG / g of extract while the flavonoid content is shown with a value of 16.11 + 0.14 mg
EQ/g.

Keywords: Thymus ciliatus L. and Thymus vulgaris L, essential oils, phytochemical

screening extracts, secondary metabolites (polyphenols and flavonoids), antioxidant activity.
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I .1 Famille des lamiacées

La famille des lamiacées est 1’une des familles la plus utilisée comme source mondiale
d’épices et d’extrait a pouvoir anti microbien, antifongique anti-inflammatoire et antioxydant
les huiles essentielles caractérisent cette famille.

Cette famille comprend pres de 6700 especes regroupée dans environ 250 genres. (Miller
et al, 2006) les labiées sont des arbustes, sous arbrisseaux, ou plante herbacées en générale
odorantes a tige quadrangulaires feuilles en générale opposées sans stipules, fleurs
pentaméres, en genéral hermaphrodites calice a cing division corolle en générale bilabiee
longuement tubulense parfois a 4-5 lobes subégaux ou a une seule levre inférieure trilobée la
supérieure bilobee, étamines 4 la cinquiéme nulle ou trés réduite, parfois deux étamines et
deux staminodes. Ovaire super a carpelle originellement biovulés, en suite uniovulés par la
constitution d’une fasse cloison (Quezel et santa 1963).

Les lamiacees sont trés nombreuses les espéces cités dans la littérature sont : Salvia
officinalis (Fellah et al 2006), Mentha spicata .

Ainsi que de nombreuse espéces du genre thymus qui ont abondamment étudiées de ce
point de vue (Rota et al 2008, Ellhabari et al ,2006).

Un tres grand nombre du genre de la famille des lamiacées est riche en terpénoides

flavonoides iridoide glycosylés et composes phénoliques (Naghibi et al, 2005).

I.1.1 Position systématique et caractéres botaniques de la famille

D’apres la nouvelle classification de ' APG 3 (Angiosperms Phylogeny Group 3,2009
(Dupont et Guignard 2012), la famille des lamiaceae est classée comme suit :

Embranchement : Embryophytes

Sous Embranchement : Trachéophytes

Super Classe : Spermaphytes

Classe : Angiospermes

Grade : Triporées évoluées

Grade : Asteridées

Grade : Lamiidées (Euastéridées |

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiacées
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1.1.2. Intérét nutritionnel, économique et pharmacologique

Tableau 1 : Quelques espéces d’intérét pharmacologique de la famille des lamiacées (Naghibi
et al. 2005 ; Spichiger et al. 2004).

Nom

vernaculaire

Activité pharmacologique

Rosmarinus officinalis Romarin Insecticide, antioxydante,
diurétique.

Salvia officinalis Sauge Antisudoral, hypoglycémiant,
cicatrisant, tonique.

Thymus vulgaris Thym Anti-inflammatoire, vermifuge,
stimulant, diurétique,
antispasmodique, antiseptique.

Nepeta cataria . Alaf- Activités antimicrobiennes.

egorbehdashti

Lavandula officinalis, Lavande Antiseptique, diurétique

L. angustifolia

antispasmodique, insecticide.

Gelechoma hederacea

Lierre terrestre

Anti inflammatoire, bronchique.

Mentha piperita

Menthe poivrée

Carminatif, stimulant,

digestif, antiseptique.

Marrubium vulgare

Marrube blanc

Fébrifuge, antipaludique, tonique,

diurétique, expectorant,

cholérétique.
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Melissa Mélisse Antispasmodique, Cicatrisant,
officinalis
Digestif, cholérétique.
Ocimum Basilic Digestif, diurétique,
basilicum
antispasmodique, antiseptique.
Satureja Sarriette Digestif, antispasmodique.
hortensis

Cette famille est I'une des principales sources de légumes et de plantes medicinales du
monde entier. Les especes des genres Mentha, Thymus, Salvia, Origanum, Coleus et Ocimum
sont utilisées comme des légumes, des arémes alimentaires et dans l'industrie du bois. En
culture ornementale d'intérieur, on retrouve quelques especes du genre Savory (Satureja
hortensis), crosne de Tubifera, Salvia et Coleus (Meyer et al. 2004 ; Messaili, 1995). Notons
également que plusieurs especes de cette famille sont utilisées en médecine traditionnelle et
moderne, comme Lavandula, Teucrium, Thymus et Salvia (Naghibi et al. 2005). Des
nombreuses espéces de cette famille ont confirmé leur intérét pharmacologique. Le genre
Thymus choisit dans notre travail est Parmi les plantes aromatiques appartenant a la Famille

des labiées tres présente en Algérie. (Tableau 1)

1.2 Genre Thymus
Origine du nom: le nom thym proviendrait aussi bien du latin que du grec. Thymus :

«parfumer» (latin) et Thumus : «courage» (grec).

1.2.1 Définition

Le genre Thymus appartient a la famille des Lamiacées (Labiées), il comprend 350
espéces répandues dans le monde entier (Al-Fatimi et al. 2010) ses especes sont
économiquement importantes en raison de leur utilisation dans la médecine populaire, pour la
saveur et I'amélioration organoleptique, ainsi que dans la conservation des aliments. Le nom
"Thymus" dérive du mot grec « thymos » qui signifie "parfumer" a cause de I’odeur agréable

que la plante dégage (Pariente., 2001).
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Les especes Thymus vulgaris et Thymus ciliatus sont des éléments caractéristiques de la
flore méditerranéenne, connues surtout pour ses qualités aromatiques, elles ont aussi de tres
nombreuses propriétés médicinales Ces deux plantes longtemps été utilisés comme source de
L’huile essentielle (huile de thym) et d'autres constituants (le thymol, flavonoides, 1’acide

caféique et l'acide labiatique provenant de différentes parties de la plante).

1.2.2 Caractéristiques botaniques
1.2.2.1 Description botanique

C’est un sous-arbrisseau de 10-30 cm, d'un vert blanchéatre ou grisatre, tres aromatique,
de tiges ligneuses, dressées ou ascendantes, non radicantes, tortueuses, formant un petit buisson
tres serré. De rameaux tomenteux-blanchatres tout autour, et feuilles petites, lancéolées
rhomboidales ou linéaires, obtuses, enroulées par les bords, non ciliées a la base. Les fleurs sont
rosées ou blanchatres, dont la téte globuleuse ou en épis, a verticilles inférieures écartées, et de

calice velu, a tube un peu bossu en avant a la base (TOUHAMI Aicha ,2017).

1.2.2.2 classification botanique
Reégne : Plante (végétal)
Embranchement : Spermaphytes (phanérogames)
Soue embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones
Sous classe : Métachlamydées (gamopétales)
Ordre : Tubiflorales
Sous ordre : Verbénacées
Famille : Labiacees (labiées)
Genre : Thymus (TOUHAMI Aicha ,2017).

1.2.3 Distribution géographique
1.2.3.1 Dans le monde

Le genre Thymus est ’un des 250 genres les plus diversifiés (Naghibiet al. 2005). Selon
(Dob et al. 2006) il existe pres de 350 especes de thym réparties entre 1’Europe, 1’Asie de

I’ouest et la méditerranée. C’est un genre tres répandu dans le nord-ouest africain (Maroc,
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Algérie, Tunisie et Libye), il pousse également sur la montagne d’Ethiopie et d’Arabie du sud-
ouest en passant par la péninsule du Sinai en Egypte .On peut le trouver également en Sibérie
et méme en Himalaya. Selon une étude menée par (Nickavar et al,

.2005), environ 110 espéces différentes du genre Thymus se concentrent dans le bassin

méditerranéen.

1.2.3.2 En Algérie

Le thym comprend plusieurs especes botaniques réparties sur tout le littoral et méme dans
les régions internes jusqu’aux zones arides (Mebarki. 2010). Il est représenté en Algérie par de
nombreuses especes qui ne se prétent pas aisément a la détermination en raison de leurs variétés

d’huiles essentielles.

1.2.4 Composition en huile essentielle du Thym

Dépend du lieu géographique et géologique des données climatiques ainsi que des données

génétiques et saisonnieres (Loziene et al 2007) (Tableau 2).

Tableau 2 : Composition chimique majoritaires des I’huiles essentielles de différentes especes
de Thym.

Especes Pays Composition Références

majoritaires
Thymus numidicus Algérie Thymol 23,92% Zeghib et al 2013

poiret

(Constantine) Linallol 17,20%

y —terpinéne 10,84%
Thymus algeriensis Maroc Camphre 27,70% Amarti et al 2008

a —pinéne 20,50%
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Thymus numidicus Algerie Thymol 60,80% Giordani et al 2008
p-cymeéne 10,30%

y —terpinéne 7,60%
Thymus algeriensis  Algeérie Thymol 71,45% Chemat et al 2012

Linalool 7,89%
Thymuc ciliatus L Algérie a —teprinéol 0,90%  HENDEL noui, 2017

Linallol 2,30%

(Djebel Messaad a —thujéne 1,05%

M’sial)
Thymus vulgaris L Algérie a-Terpinéol 0.1% ABD2017ELLI
Wafae
(Tlemcen) Linalool 2.7%

v —terpinéne 10.1%

1.2.5 Activité biologique

Le thym est la plante médicinale la plus utilisée en médecine traditionnelle algérienne
comme expectorant, antitussif, antiseptique, stomachique, antispasmodique, carminatif,
anthelminthique et diurétique. Il est aussi utilisé comme condiment : le thym sec, ayant subi un
séchage préalable permettant sa conservation, est destinée aux grillades alors que les huiles
essentielles, extraites du matériel végétal, servent d'aromatisants. En usage cosmétique,
I’emploi du thym est classique dans la constitution des parfums, on trouve également, dans
I’huile essentielle du thym une composante antiseptique et cicatrisante dans les produits
destinés aux soins de beauté (Kosaka et al. 2000), (Tanaka, 2003). Les études ont surtout
montré l'activité anti-oxydante ; (Dugas et al. 2000) des especes de genre Thymus étudiées Les
activités, antimicrobiennes , spasmolytique et mutagénique (Kazuyasu et al. 1995) (vis-a-vis

de la bactérie Salmonella triphymurium) ont été établies.
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1.2.6 Utilisation traditionnelles de Thym

Le thym est traditionnellement utilisé pour favoriser la digestion, pour lutter contre les
ballonnements et les flatulences, ainsi que pour dégager les voies respiratoires et apaiser la toux
en cas de rhume ou de bronchite ; Les autres usages traditionnels du thym : En gargarisme ou
en bain de bouche, le thym apaiserait les inflammations de la gorge et donnerait bonne haleine.
En tisane, il est également proposé pour soulager les régles douloureuses. Appliquée sur les
plaies, une tisane de thym concentrée permettrait de les désinfecter et favoriserait la
cicatrisation. (vidal, 2010) (Thymus vulgaris, utilisation comme épice dans la cuisines et les
ligueurs, mais a également des usages thérapeutiques approuveés ,exemple d’utilisation plante
de thymus pour les maladies de I’appareil digestif (50%), maladies de peau (15%) de 1’appareil
circulatoire général (13%), d’appareil respiratoire (10%) et de 1’appareil général (5%)
(Mehdioui et al 2007).

Selon L’EMA (L’Agence européenne du médicament) considere le thym « d’un usage
traditionnel comme expectorant, contre la toux et lors de rhume ». Elle recommande d’en
réserver 1'usage aux adultes et aux enfants de plus de douze ans.

Selon L’OMS (L’Organisation mondiale de la santé) reconnait 1’usage du thym « contre
les dyspepsies (digestion difficile) et autres désordres gastro-intestinaux, contre la toux lors de
rhume ou bronchites, et en gargarisme contre les laryngites et I’inflammation des amygdales ».
En application locale, les propriétés antiseptiques et cicatrisantes du thym sont mentionnées,
sur les plaies superficielles de la peau et contre les irritations de la bouche.

Selon La Commission E du ministere de la Santé allemand reconnait I’'usage du thym
dans « les bronchites et les toux productives [qui produisent du mucus], ainsi que lors de
rhumes ».

Selon L'ESCOP (La Coopération scientifique européenne en phytothérapie) reconnait
I’'usage du thym « dans les catarrhes des voies aériennes supérieures, comme un traitement
complémentaire dans le traitement de la coqueluche, et pour soulager les irritations de la bouche

et la mauvaise haleine ».

1.2.7 Effet secondaire et Toxicologie
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Les extraits naturels et particulierement les huiles essentielles sont trés connus par leurs
activités biologiques. Cependant, Il est reconnu que les huiles essentielles contiennent différents
composés et que l'effet synergique ou additif de plusieurs constituants évalués par des tests
toxicologiques demeure inconnu (Costa et al. 2011). Les données , montrent que I'huile
essentielle de thym injectée aux rats a un effet inoffensif sur le foie et les reins en raison de

I'induction de petits changements dans Il'activité aminotransférase.

1.3 Eude de deux genres de thymus
1.3.1 Espéce Thymus vulgaris L.

Le genre Thymus est un des 220 genres les plus diversifiés de la famille des labiées, avec
pour centre de diversité la partie occidentale du bassin méditerranéen . Elles sont connues pour
leurs huiles essentielles aromatiques. L’espéce la plus connue et sans conteste le Thymus
vulgaris, localement connue sous le nom « zaatar ».

Le nom « Thymus » dérive du mot grec « Thymos » qui signifie parfumer a cause de
I’odeur agréable que la plante dégage. L espeéce Thymus vulgaris est un élément caractéristique
de la flore méditerranéenne, connu surtout pour ses qualités aromatiques, elle a aussi de trés

nombreuses propriétés médicinales (Iserine, 2001).

1.3.1.1 Description

Plante : Plante herbacée, souvent velue. C’est un petit sous-arbrisseau vivace, touffu dont
les rameaux sont trés aromatiques, de 7 a 30 cm de hauteur qui ont un aspect grisatre ou vert
grisatre (Figures 1 et 2)

Tige : Elle est généralement quadrangulaire, souvent renflée aux nceuds. Elle est ligneuse
a la bas, et herbacée supérieurement ou elle devient presque cylindrique. Les tiges ligneuses
tres ramifiées sont groupées en touffe ou en buisson trés dense.

Feuilles : Elles sont tres petites, ovales, a bord roulé. En dessous, les nervures latérales
sont distinctes, obtuses au sommet, ponctuées supérieurement, aux pétioles extrémement
courts, et blanchatres a leurs faces inférieures opposées, disposées en paire et se croisant d’un
noeud a I’autre.

Racines : Les racines sont pivotantes, ce qui permet a la plante d’aller chercher 1’eau en

profondeur (Assouad et Valdeyron, 1975)
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A : Thymus vulgaris L. Plante entiere B : Thymus vulgaris L., fleurs

Figure 1.1 Thymus vulgaris L.(Wikipédia, 2009)

r Eiwnine
2 pame tubulsire
de s corolle ne
dépasse pas celle

du calice
- Tipe hertacée
" Styie bifide
Cocolle Calice
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Tize ligneuse
a la base

Figure 1.2 Différentes parties du Thym
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1.3.1.2 Origine

Le Thymus vulgaris est indigéne de I’Europe du sud. Il est rencontre depuis la moitié
orientale de la péninsule ibérique jusqu’au sud-est de I’Italie, en passant par la fagade
méditerranéenne francaise. Il est maintenant cultivé partout dans le monde comme thé, épice et
plante médicinale (Poletti, 1988) (Tableau 4).

1.3.1.3 Classification
Le tableau suivant représente la classification botanique de Thymus vulgaris L.
Tableau 3 : Classification botanique de Thymus vulgaris (Morale, 2002).

Regne Plantes
Sous regne Plantes vasculaire
Embranchement Spermaphytes
Sous Angiospermes
embranchement
Classe Dicotylédones
Sous classe Dialypétales
Ordre Labiales
Famille Lamiacées
Genre Thymus
Espéce Thymus vulgaris L.

Thymus vulgaris a été ainsi nommeé par (Carl von Linné en 1753 ) et reste le nom utilisé
par toutes les nomenclatures scientifiques.

Plusieurs noms vernaculaires désignent le thym commun : thym des jardins, pote,
farigoule, mignotise des Genevois, herbe de thym, thym vulgaire, thym vrai. En Provence et
Languedoc, on appelle le thym commun « farigoule » ou « frigoule », et le thym sauvage

« farigoulette ». Ces mots sont empruntés au latin populaire fericula, qui désignait autrefois
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cette plante. « Farigoulette » désigne également en France une liqueur de thym, que l'on sert
sur de la glace.

Nom commun : Thym

Nom latin : Thymus vulgaris L.

Nom arable : Za'tar Tazukennit jertil

1.3.1.4 Culture

Le Thym pousse bien sur des endroits naturels, sur sol Iégers et calcaires ; mais il prospére
tout aussi bien sur sols fertiles argileux non détrempés, il nécessite des endroits biens ensoleillés
et supporte relativement bien la sécheresse. C’est d’ailleurs sur sol pauvre que se développe le
mieux son ardme. Dans les endroits de fortes gelées, une protection recommandée durant
I’hiver.

Sa multiplication se fait par semis superficiel (germination a la lumiere), réalisé mi-avril
ou plus rarement en ao(t, en rangées écartées d’environ 20 a 30 cm, de préférence sur sol léger
et sablonneux. Une pré-culture sous chassais dés la mi-mars suivie d’une plantation définitive,
est également possible. Pour éviter I’hétérogénéité des qualités de semences, la multiplication
peut également se faire par division des souches, de préférences au printemps, ce qui permet

d’obtenir rapidement des plantes rigoureux (Poletti, 1988).

1.3.1.5 Reécolte

Les sommités sont récoltées a des fins médicinales. Les jeunes branches sont coupées a
la main, au début de la floraison, pour préparer le produit pendant 1’été. Elles sont mises a sécher
en couches fines, a ’ambre ou dans un séchoir a 35°C au maximum. Les tiges contiennent des
tanins, des principes amers, des saponines, des antiseptiques vegétaux et une huile essentielle

dont les principaux composants sont le thymol et le carvacrol (Poletti, 1988).
1.3.1.6 Caractéristique physico-chimique

Le tableau suivant nous donnons quelques informations concernant les caractéristiques

physico-chimiques de cette huile.
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Tableau 4 : Caractéristique physico-chimique de I’HE de Thymus vulgaris L

Caractére physicochimique Norme (AFNOR, 2010)
Aspect /couleur Liquide, jaune foncé
Odeur Trés aromatique

Saveur chaud, et épicée
Densité a 20°c [0,894 —0,930] (NFT75-111)
Miscibilité a 1’éthanol 90% a 20°c 2V/1V-3V/1V

1.3.1.7 Constituants

De nombreuses études ont révélé que les parties aériennes de Thymus vulgaris sont trés

riche en plusieurs constituants dont la teneur varie selon la variabilité des conditions

géographiques, climatiques, de séchages, de stockages, et des méthodes d’études (extraction et
détection) (Amiot, 2005)

La teneur en huile essentielle de la plante varie de 5 a 25ml/kg et sa composition
fluctue selon le chémotype considéré. L’huile essenticllede Thymus vulgaris
analysee par chromatographie en phase gazeuse couplée a une spectrométrie de
masse a révélé, 30 composés dont les plus abondants sont respectivement : thymol
(44,4 — 58,1%), pcymene (9,1 — 18,5%),
-terpinene (6,9 — 18%), carvacrol (2,4 — 4,2%), linalol (4 - 6,2%). La
caractéristique d’huile essentielle de thymus vulgaris était sa teneur élevée du
thymol.
Flavonoides : Les principaux flavonoides sont composés des flavones libre
(notamment 1’apigénine, la 6-hydroxylutéoline et la lutéoline), des flavanonols
comme la taxifoline, des flavanones comme la naringénine, de nombreuses
flavones methoxylées (cirsilinéol, 8- méthoxycirsilinéol, cirsimaritine,
ériodictyol, genkwanine, sacuranétine, salvgénine, sidéritoflavone, thymonine et
thymusine) accompagnés d’hétérpsides flavonique plus courant comme
I’apigénine-7-glucoside, la lutéoline-7-glucoside et la vicénine-2-
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e Dérivés de I'acide bydroxycinnamique (principe amers des lamiacées) (avec
environ 4%) et ’acide rosmarinique (avec environ 0,8 a 2,6%)

e Dérivés de  l’acétophénone :  Constitués  particuliecrement — 4-
hydroxyacétophénone, des hétérosides estérifiés et des dérivés de 1’acide
benzoique

e Triterpénes : renfermant surtout de 1’acide usolique (1,9%), acide oléanolique

(0,6%) (Amiot, 2005).

1.3.1.8 Application

Préparer en infusion a raison d’une cuillerée a café dans une tasse d’eau a consommer
trois fois par jours, il est résolutif et calme la toux. 11 soulage également les crampes et agit
comme un déodorant. Il compléte les gargarismes et les bains dans les cures d’amincissement.
Les tiges fraiches servent a obtenir 1’essence de thym, riche en thymol et utilisée en odontologie
et dans I’industrie cosmétique pour fabriquer des dentifrices des bains de bouche. Le Thym est
une herbe aromatique qui sert a parfumer les sauces, la charcuterie et les conserves de poisson
(Amiot, 2005).

1.3.1.9 Utilisation
1.3.1.9.1 Le Thym en médecine

Le Thym était couramment cultivé en Angleterre, mais il était avant tout considérer
comme une plante médicinale traitant les affections respiratoires, et non comme un aromate.
De nos jours, il est certes mieux connu dans les cuisines mais bénéfice d’un regain d’intérét
pour ses qualités médicinales.

L’usage thérapeutique du thym est autorisé en Allemagne ou il est agrée pour traiter « les
symptdmes de bronchite, de toux seche et de catarrhe des voies aériennes supérieures ».
L’infusion est préparée en jetant une cuillére a soupe de feuilles seéches dans I’eau frémissante.
De nombreuses préparations phytopharmaceutiques renferment du thym. Le principal
constituant de son huile essentielle, le thymol, est un antiseptique puissant, largement utilisé
avant I’essor des antibiotiques, dont I’odeur et la saveur sont connues de tous : c’est un

ingrédient usuel des bains de bouches médicaux (Delachaux et Niestlé, 2013)
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1.3.1.9.2 Propriétés pharmacologique et recherche en cours

Les propriétés pharmacologiques de la plante Thymus vulgaris et de ses différents extraits,
en particulier I’huile essentielle et 1’extrait aqueux, ont était bien étudié. En plus de leurs
nombreuses utilisations traditionnelles, la plante et ses extraits ont trouvé de nombreuses
applications industrielles (principalement comme additifs alimentaires) et médicinales.

Les recherches actuelles réalisées sur les effets des extraits de cette plante sur différents
systémes in vitro et in vivo ont ressorti plusieurs effets de grande importance pour la médecine,

la pharmacie et I’industrie moderne, parmi lesquelles on cite les plus importants :

1.3.1.9.2.1 Effets antioxydants

Thymus vulgaris est parmi les fines herbes sechées contenant les plus grandes capacités
antioxydants. Différents composes du thym lui permettent de posseder un tel statut, comme les
phénols (thymol et carvacrol), les flavonoides, ’acide rosmarinique, I’acide caféique et la
vitamine E. Ces constituants inhibent la peroxydation lipidique induite in vitro au niveau des
mitochondries et des microsomes. Ils inhibent également la production de I’anion superoxyde
(Bruneton, 1999)

Des recherches menées dans les années 1990 en ecosse ont établi les vertus potentielles
de la plante et de son huile essentielle, en prévention du vieillissement. Des études récentes
indiquent que Thymus vulgaris est un puissant antioxydant et assure des doses élevées d’acides
gras essentiels dans le cerveau (Iserine, 2001)

L’activité antioxydant de I’huile essenticlle de Thymus vulgaris évaluée par deux
méthodes différentes : la technique de décoloration du 3 caroténe et le test du DPPH. Montrent
que cette essence exerce une activité antioxydant in vitro tres puissante.

En parallele I’extrait aqueux de la méme plante a présenté une activité antioxydant
importante, les caractéristiques antioxydantes observées sont fortement liée a la présence et la
teneur de ’acide rosmarinique ; composé phénolique principal dans 1’extrait aqueux de Thymus

vulgaris.

1.3.1.9.2.2 Effets antimicrobiens
L’huile essentielle de Thym, riche en phénols, est douée de propriétés antibactériennes

puissantes. L’huile essentielle de trois plantes dont Thymus vulgaris a été testée, par Bouhdid
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et ses collaborateurs (2006), pour leur activité antibactérienne. L’huile de Thymus vulgaris
témoigne d’une activité antibactérienne intéressante sur les bactéries gram positives comme sur
les bactéries gram négatives.

L’activité antibactérienne de 11 huiles essentielles de plantes aromatiques contre la
souche bactérienne Bacillus cereus, montre une inhibition totale de la croissance des spores
bactériennes.

En outre, les hydrosols de thym ont empéché la croissance des trois microbes pathogéne
(E. coli, Staphylococcus aureus et Yersinia enterocolitica). Les hydrosols de thym a
concentration de 50 a 75ml/100ml étaient complétement prohibitif sur la croissance bactérienne
dans de culture en suspension. Les resultats de cette étude ont confirmé la possibilité
d’employer des hydrosols de thym dans la conservation des aliments et des boissons.

En plus de lactivité antibactérienne, des études ont prouvé que I’huile essentielle (a
thymol) de Thymus vulgaris posséde des propriétés antifongiques contre certain nombre de

mycetes (Iserine, 2001).

1.3.1.9.2.3 Effet Spasmolytique

L’activité spasmolytique de Thymus vulgaris est le plus souvent attribuée aux phénols de
I’huile essentielle. Beer et ses collaborateurs (2007) dans leur étude ont montré que I’effet
spasmolytique du thymol est enregistré a la concentration de 10-6 M. A cette concentration le
thymol inhibe a 100% 1’activité contractile spontanée des muscles lisses de I’estomac du cobaye
par contre a 10-5 M il réduit les effets de 1’acétyle choline a 35%.

Par ailleurs, d’aprés Bruneton, (1999) ont montré que si les phénols de I’huile essentielle
de Thymus vulgaris s’opposent effectivement aux contractions provoquées sur les muscles
lisses du cobaye par I’histamine, I’acétyle choline ou d’autres réactifs, leurs concentration dans
les préparations aqueuses de la drogue est insuffisante pour justifier leur activité. Ces autres ont
montré que [’activité spasmolytique de ces préparations est liée a la présence des

polyméthoxyflavones.
1.3.1.9.2.4 Effet antifongique

L’accroissement des infections fongiques parmi les patients immunodéprimés et le

développement de la résistance aux antifongiques nécessitent la découverte de nouveaux agents
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antifongiques. Pour cela, les sécrétions végétales telles que les huiles essentielles sont
intéressantes en raison de leur pouvoir fongistatique (Faiza, 2007)

Bhashara et al (1998) ont testé I’activité antifongique du Thymus vulgaris contre deux
agents pathogénes : le Botrytiscinera et le Rhizopus stalonifer qui sont responsable de la
détérioration de la fraise. Ils ont montré que le thymol et le carvacrol présents a 27% dans I’huile

jouent un role important dans I’inhibition fongiqu

1.3.2 Espece Thymus ciliatus
1.3.2.1 Définition

Thymus ciliatus, est un sous-arbrisseau érige ou prostré, odorant inflorescences en faux
verticilles. Feuilles plus ou moins contractées. Calice bilabié a 3 dents obtuses et 2 aigues et
corolle tubuleuse bilabiée, a 2 et 3 lobes ; 4 étamines, généralement saillantes ; fruits en forme
de tétrameéres (Quezel et santa, 1963), (Figure 1.3).

Cette plante qui est une espéce endémique de I’Afrique du Nord posséde des activités

biologique importantes : antifongiques, anti bactériennes, antivirales et anti oxydantes.

Figure 1.3 Thymus ciliatus.

Le thym est utilisé en médecine traditionnelle pour ces effets antiseptique.
Antispasmodiques, diaphorétique, stimulants, antitussifs, sédatifs et rubéfiants (Beloued,
1998 ; Kholkhal et al ; 2013. Ferhat et al ; 2014. Amrouni et al ; 2014).
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1.3.2.2 Description
Thymus ciliatus (Desf), est un sous arbrisseau vivace, buisonnat, a touffe dressée tres

aromatique de 7-20cm de hauteur, d’un aspect grisatre on vert-grisatre.

La tige est de couleur blanchatre ligneuse a la base cylindrique les feuilles sont de petites
taille, opposees, ovales, lancéolées, possédant un pétiole extrémement court, blanchétre a leurs
faces inferieurs celles de la base de 3mm de largeur sur 7mm de long, regroupées au somment
sous formes de rosette a I’aisselle des feuilles supérieurs.

La corolle tachetée de rose est bilabiées avec une levre inférieure forme de trois dents.

Le calice rougeétre et poilu, formé de cing sépales sondés en formant deux lévres, le style
saillant, I’androcée didyname 2composé de deux étamines de grandes de tailles et deux petites.

Elle est rencontrée dans les broussailles, les matorrals, sur les sols calcaires, siliceux,

rocailleux et bien drainés. (Quezel et Santa 1962).

1.3.2.3 Classification botanique
Le tableau suivant représente la classification botanique du Thymus ciliatus L.

Tableau 5 : Classification botanique de Thymus ciliatus (Morale, 2002)

Régne Planteae

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Thymu

Espéce Thymus ciliatus (Desf) Benth,
(Quezel et santa, 1962).

Sous espece Thymus euciliatus

Sous espece Thymus coloratus

Thymus euciliatus possede des fleurs trés grandes ou rouges ou violacées dépassant 1cm
de long, les feuilles sont linéaires ciliées sur les marges, florales et vertes (Quezel et Santa,

1963). (Figure 1. 4).
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Thymus coloratus est un sous arbrisseaux tres rameaux a capitule dense, gros et a feuilles
florales plus ou moins tachées de pourpre au moins a la base. Les fleurs na dépassent 7 a 8 mm

et sont en général plus pales (Quezel et santa, 1963). (Figure 1.4).

Sous espece Thymus coloratus Sous-espece Thymus euciliatus.

Figure 1.4 Sous espece de Thymus

1.3.2.4 Caracteristique physico-chimique
Le tableau suivant nous donnons quelques informations concernant les caractéristiques

physico- chimique de cette huile.

Tableau 6 : Caractéristique physico-chimique de I’HE de Thymus ciliatus L.

Caractere physicochimique Norme (AFNOR, 2010)

Aspect /couleur Liquide jaune claire, presque transparente
Odeur Tres aromatique

Saveur fraiche, et épicee

Densité a 20°c [0,894 —0,930] (NFT75-111)

Miscibilité a 1’éthanol 90% a 20°c 1/2 113V

1.3.2.5 Composition chimique
Les principaux métabolites secondaires du genre Thymus sont les flavonoides. Le genre

Thymus appartient a la sous-famille des Nepetoideae réputée pour stocker des flavonoides
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polyméthoxylés, (Ismaili et al. 2001) ; (Haraguchi et al. 1996). La lutéoline et la 6-
hydroxylutéoline sont des chémomarqueurs des espéces Thymus, la thymusine (5,6- dihydroxy-
7, 8,4’-triméthoxyflavone) est aussi caractéristique de cette sous-famille.

L’huile essentielle de Thymus ciliatus est composée principalement de thymol, de B-E-
ocimene et d’o—terpinéne accompagnés d’autres constituants a des teneurs relativement faibles

: linalol, 8-3-carene, 1,8-cinéole et carvacrol (Benabid, 2000).

I.4 Etude nutritionnelle

1.4.1 Composition nutritionnelle du Thymus vulgaris L.

La composition nutritionnelle du Thym séché et frais est donnée selon la base des donneés
nutritionnelles de ’'USDA (Tableau 7).

Tableau 7 : Composition nutritionnelle du thym séché et frais (Thymus vulgaire L.) selon la
base de données nutritionnelle de ’'USDA. (Mariana A,Rabeiro-Samtos,M.Concei¢do Costa

Bonito,Margarida Saraiva ,Ana Sanches-Silva,2018).

Nutritif Nutritif Unite Frais thym Séché thym
énergie - Kcal 101 276
L’eau g 65,11 7,79
Macronutriments Proténie g 5,56 9,11
Lipide totaux g 1,68 7,43
Glucides g 24 245 63,94
Fibre g 14 37
Calcium (Ca) Mg 405 1890
Minéraux Fer (Fe) Mg 17,45 123,6
Magnésium(mg) Mg 160 220
Phosphore(P) Mg 106 201
609
Potassium Mg 814
1,81
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Vitamine C Mg 160,1 50
Les vitamines Thiamine Mg 0,048 0,531

Ribo FI Avin Mg 0,471 0,399

4,94
Niacine Mg 1,824

0,55
Vitamine B6 Mg 0,348

274
Folate Mg 45

1.4.2.Usage traditionnel de plante thym

1.4.2.1 Usage interne
1.4.2.1.1 Infusion

Versez une bonne cuillére a soupe de thym dans un litre d’eau bouillante et luissez
reposer de 15 a 20 mn.prendre par petite tasse plusieure fois dans la journe au moins durant
jours.contre la fermentation intestinale etde 1’estomac,on peut prendre une tasse a jeun , la

matin de préférence. . (Mr.Boucharara ,Boudjiema 2016 ).
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1.4.2.1.2 Essence

Prendre 4 ou 5 gouttes de 3 a 5 fois par jour sur un morceau de sucre ou encore avec du
miel. . (Mr.Boucharara ,Boudjiema 2016 ).
1.4.2.1.3 Poudre

Piler et réduire en poudre les feuilles séchées du thym. Prendre une a deux cuilleres &
café par jour en cachet mélangé avec du miel aau de la confiture . .
(Mr.Boucharara ,Boudjiema 2016 ).
1.4.2.2 Usage externe

En gargarisme,pour les maux de bouche , en inhalation 2 & 3 fois par jour pour
I’affection des avoies respiration,en décoction pour la chute des cheveux, en bain pour la

fatigue, les rhumatismes, I’arthrite. (Mr.Boucharara ,Boudjiema 2016 ).

.1.4.3 Les bienfaits du thym
Le thym est riche en :

¢ Riche en antioxydants
e Diminution de I’agrégation plaquettaire
e Source de fer et de calcium
e Source de manganese
e De lavitamine K antihémorragique
e Apport de vitamine C
e Le mot du nutritionniste (Catherine Conan,2021).

Les fines herbes ne sont habituellement pas consommeées en grande quantité. Utilisées
comme assaisonnements, elles ne peuvent alors pas procurer tous les bienfaits santé qui leur
sont attribués. L’ajout de fines herbes de fagon réguliére et significative aux aliments permet
de contribuer, ne serait-ce que de fagon minime, a I’apport en antioxydants de I’alimentation.
Par contre, la consommation de fines herbes a elle seule ne peut répondre aux besoins en

antioxydants du corps..(Catherine Conan , 2021).

1.4.4 Précautions d’utilisation du Thym
e Thym, grossesse et allaitement: Méme si les études n’ont pas montré de toxicité pour

le feetus, il est préférable de ne pas prendre de thym pendant la grossesse, hors usage
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culinaire. Les femmes qui allaitent devraient également s’abstenir d’en prendre, les
substances actives du thym étant susceptibles de passer dans le lait.(Vidal,2010).

e Thym, chez les enfants :Une étude a évalué I’effet du thym sur des enfants atteints de
bronchite, ages de deux mois a quatorze ans, sans mettre en évidence de toxicité
particuliére. Chez les enfants de quatre a douze ans, son usage thérapeutique devrait se
faire sur avis médical. Enfin, son usage sous forme d’huile essentielle ou de teinture
chez les enfants de moins de quatre ans est fortement déconseillé. (ThomsonPDR,US
2001).
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11.1 Lieu du stage

Dans le cadre de la valorisation et de la recherche d’éventuelles activités biologiques des
deux plantes Thymus ciliatus L et Thymus vulgaris L, nous avons mené une étude
expeérimentale au sein du Laboratoire de PFE (302) de département agro —alimentaire
UNIVERSITE SAAD DAHLEB, BLIDA , Laboratoire(Bio lera) et de pharmaco-toxicologie
du CRD (SAIDAL) Durant une période qui s'étale du mois d’Avril jusqu'au mois de Juin
2021.

11.2 Matériel utilisé

11.2.1 Matériel non biologique

L’ensemble de matériel non biologique est illustré dans (ANNEXE 1)
11.2.2 Matériel biologique

11.2.2.1 Matériel végétal
Le matériel végétal utilisé dans cette étude correspond a des parties aériennes des deux

plantes Thymus vulgaris L. et Thymus ciliatus L.

11.2.2.2 Séchage et stockage

Apres la récolte, les échantillons ont été nettoyés avec I’eau a fin d’éliminer les
impuretés et ils sont étalés sur du papier, pour séchage a I’air libre et a 1’abri de la lumiére et
I’humidité. Ils sont étendus, sans superposition, et retournés de temps en temps afin d’éviter
tout risque de fermentation, sous température ambiante, pendant 15 a 20 jours, afin de garder
intacte les substances actives des feuilles, des tiges et des fleurs et éviter la pourriture. Les

¢chantillons ainsi séchés ont été mis dans des sachets en papiers jusqu’au jour de I’extraction
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Figure 11.5 Thymus ciliatus L.(A) et : Thymus vulgaris L.(B)

11.2.2.3 Récolte des échantillons

11.2.2.3.1 Thymus ciliatus L.

Les échantillons ont été récolté ( 1 kg envoron ), pendant la période de floraison, durant
le Mois d’AVRIL 2021 dans la région ( Si el mahjoub au sud de la willaya de Médéa en
Algérie) . Cette zone se situe dans le tell central algérien dans 1’Atlstelien du sud de
I’Atlsblideén au environ de 105 km au sud —ouest d’Alger et a 32 km au de Médéa et a

environ 58 km au sud - ouest de Blida. (Figure 11.6 )

Tizi Mahdi
«Sapoll (S50

Figure 11.6 Zone de prélevement du Thymus ciliatus L (données cartographique, Google
Maps2021)

11.2.2.3.2 Thymus vulgaris L.
Les échantillons ont é€té récolté (environ 1 kg), pendant la période de floraison au mois

de juin 2020), dans la région de Sétif au nord d’ Algérie.
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Figure 11.7 Zone de prélevement du matériel végétal (données cartographique,google
Maps,2017)

11.2.2.3.3 Choix, localisation des deux plantes
Le choix des deux sites (la région si el mahjoub au sud de la willaya de Médea et la région
d’El Mawan située dans la willaya de Sétif) a été basé sur des critéres écologiques (climat,
sol, précipitations et altitude). Ces derniers ont une influence sur le développement de la
plante, sur les métabolites secondaires et sur I’anatomie de la plante sur lesquelles nous avons

focalisé notre travail.

La localisation géographique avec le mois de récolte et la texture du sol des deux stations

d’étude sont donnés dans (Tableau 8)

Tableau 8 : Localisation et texture du sol des deux stations d’étude

Plante Mois de Station Texture du Latitude Longitude Altitude(m) par
récolte Sol rapport au
niveau de la mer

Thymus JUIN 2020 Si el  mahjoub Argilo- 36,61 2,19 26m
vulgaris (Médéa) lamineux

L.

Thymus Avril 2021 El Mawan - - - -

ciliatus L. (Sétif)

La récolte a été faite apres le lever du soleil. Lors des prélévements des échantillons, les

pieds les plus sains, exemptes de traces d'insectes ou de mollusques sont retenus. Les parties
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Malades, fanées et abimées sont retirées. Le matériel végétal utilisé dans cette étude c’est des

feuilles des tiges et des fleurs des deux espéces (Figure 8, 9)

Figure 11 8 poudre de Thym Figure 11 9 Thymus vulgaris séche
11.3 Choix des méthodes d’extraction des huiles essentielles

11.3.1 Extraction des huiles essentielles
Plusieurs techniques d’extraction des HE et des principes aromatiques végétaux sont a

ce jour connues, mais seulement deux sont admises par les normes AFNOR et ISO :

¢ Distillation (entrainement a la vapeur et hydro-distillation)
e L’expression a froid
Le procédé d’obtention des HE intervient d’une fagon déterminante sur sa composition

chimique (Garnero, 1991). Différentes méthodes sont mises en ceuvrepour I’extraction des
essences végétales, dans cette étude la méthode étudiée : hydro distillation, pour 1’extraction
des huiles (Thymus vulgariset thymus ciliatus) L’extraction d’huile essentielle a été réalisée
au niveau de I’entreprise privée d’extraction des HE et HV marque «Bio lera » BLIDA type
d’extraction Clevenger (Figure Il . 10)

11.3.1.1 Principe de la méthode
La plante contenant I’huile essentielle recherchée est immergée dans un volume d’eau,
le tout, contenu dans un ballon, est porté a ¢ébullition. En s’évaporant, ’eau entraine es
composés volatils de 1’huile essentielle recherchée, les vapeurs se condensent ensuite dans le
réfrigérant et s’écoulent a I’état liquide dans un récipient ou elles forment le distillant.
En général, le distillant fait apparaitre deux phases non miscibles : les huiles

essentielles et 1’eau (Bruneton, 1999).
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11.3.1.2 Mode opératoire de I’hydro distillation

Figure 11.10 L’extraction des huiles essentielles par Clevenger.

Nous avons pris 50g de matiére végétale seche que nous avons ciselée afin de faciliter
son introduction dans un ballon de 1000mL remplie de 500mL d’eau distillée. Le ballon est
chauffé a I’aide d’une chauffe ballon, pendant 3 heures, ceci engendre la formation de
vapeurs. Ces vapeurs s’¢élévent et passent dans un réfrigérant qui est constamment refroidi.

Au contact des parois refroidies du réfrigérant, les vapeurs chaudes se condensent et
s’écoulent a 1’état liquide, goute & goute, dans le tube gradué de clevenger, ou elles forment de
distillat. Ce dernier est un mélange de deux phases non mixible qui sont séparées ’'une de

I’autre par le robinet de clevenger(Figure 11.10)

1 : préparation de I’installation
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3: récupération de HE (thymus vulgaris)

Les huiles essentielles obtenues sont recueillies dans un flacon a I'abri de la lumiére et stockée
a (4-6°C).

4 : conservation de HE de Thymus ciliatus L et Thymus vulgaris L

Figure 11.11 Les étapes d’extraction des huiles essentielles
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11.3.1.3 Conservation des huiles essentielles

Ce sont des produits tres altérables (changements de couleur), qui s’oxydent rapidement
(produit devenant acide, donc irritants hors de prise) , *ce qui modifie leurs propriétés si elles
ne sont pas enfermeées dans des flacons appropriés en acier inoxydable, en verre teinté ou
aluminium a P’abri de la lumiére et de la chaleur. Ces flacons doivent étre séches et propres
pour éviter les contaminations (Valnet, 1983), donc les huiles essentielles obtenus ont été

récupérées dans de petits flacons, puis conservées au réfrigérateur a 4°C.

11.3.1.4 Détermination du rendement en huile essentielle
Le rendement en huile essentielle est déterminé par le rapport entre la masse d’huile
essentielle extraite et la matiére végétale traitée. Il est exprimé en pourcentage et calculé selon

la formule suivante
Calcul du rendement :
R% = M/MO x100

- R (%) : Rendement exprimé en %.
- M : Masse d’huiles essentielles récupérées.

- MO : Masse en gramme du matériel végétal a traiter

11.3.2. Caractéristique physicochimique d’huiles essentielles

Ces analyses sont faites en conformité aux normes A.F.N.O.R (1994). Nous avons
déterminé quelques caracteéres physiques a savoir la densité, I’indice de réfraction, le la
miscibilité dans 1’alcool, deux indices chimiques en I’occurrence 1’indice d’acide et I’indice

d’ester.
11.3.2.1 Détermination des indices physiques
11.3.2.1.1 Densité

Principe : elle constitue un point de repére important, sa valeur permet d’avoir une idée

sur la composition chimique de I’HE (Elenkova, 1983)
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La densité relative a 20°c d’une HE définie comme étant le rapport de la masse d’un
volume d’HE a 20°c, a la masse d’un volume égal d’eau distillée a 20°c (AFNOR,
1982)
e Siladensité est inférieure a 0,9 ; les essences des plantes vegétales sont riches
en terpenes.
e Dans le cas ou elle est supérieure a 1; les essences des plantes végétales
contiennent des produits de la série aromatique ; des sulfures et des nitrites.
e Enfin si la densité est comprise entre 0,9 et 1; les essences ont une

composition complexe.

Mode opératoire : pour déterminer la densité, nous avons évalué la masse m, du
pycnometre vide de 1 ml ; la masse m; ; du pycnométre rempli d’eau distillée. puis la
masse m,du pychomeétre contenant I’HE.

La densité relative est donnée par I’expression :

D20= m2-m0/m1- m0

11.3.2.1.2 Indice de réfraction( Ir)

Principe : I’indice de réfraction est le rapport entre le sinus de 1’angle d’incidence et
le sinus de ’angle de réfraction d’un rayon lumineux de longueur d’onde déterminée,
passant de I’air dans I’HE maintenue a une température constante. la tempeérature de
référence est de 20°c (AFNOR ; 1982).

Mode opératoire

Utiliser un réfractomeétre permettant la lecture directe d’indices de réfraction situés
entre 1.300 et 1.700 ; ’appareil est ajusté de manicre a donner, a la température de 20

°C, une valeur de 1.333 pour I’cau distillee.
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11.3.2.1.3 Miscibilité a I’éthanol

Principe : la miscibilité a I’éthanol est un moyen rapide pour 1’évaluation de la qualité
d’une HE falsifiée par des produits relativement insolubles affectant la solubilité.
Mode opératoire : une HE est dite miscible a 1’éthanol 90%, quand le mélange de
Ivolume d’HE avec 3V volumes d’éthanol donne une solution limpide (AFNOR,
1982)

Dans le cas contraire elle est considérée non miscible.

11.3.2.2 Détermination des indices chimiques
11.3.2.2.1 Indice d’acide( la)

Principe : DI’indice d’acide correspond a la d’hydroxyde de potassium (KOH)
nécessaire pour neutraliser les acides libres dans 1g d’HE.

Mode opératoire : I’indice d’acide est déterminé en ajoutant 0,1g d’HE a 1ml
d’éthanol et 2a3 gouttes de phénolphtaléine comme indicateur colorée la solution ainsi
obtenue est titrée par une solution de KOH, de normalité 0 ,IN jusqu’a 1’apparition
d’une coloration rose —péle (AFNOR ,1982)

L’indice d’acide d’HE est calculé par la formule suivante :

IA=56, 1. a.flg

IA: indiced’acide

a : volume de KOH

f : normalité de KOH

g : masse de I’échantillon (0 ,19)

11.3.2.2.2 Indice de saponification( Is)

Principe : L’indice de saponification Is est le nombre qui exprime en milligrammes la
quantité d’hydroxyde de potassium nécessaire a la neutralisation des acides libers et a la

saponification des esters présents dans 1g de substance (Pharmacopée, 1997)
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Mode opération : on introduit dans un ballon en verre 2g d’HE contenant 25ml de la solution
d’hydroxyde de potassium (KOH) (0,5mol/l). ’ensemble est placé sur une source de chaleur
et relié a un réfrigérant ,puis on laisse chauffer a 100 °C pendant une heure , Ensuite , on
ajoute , aprés refroidissement , 20ml d’eau distillé et Sgouttes de phénol phtaléine
(2%)indicateur colorée et on titre I’excés de KOH avec une solution de HCL (0,5mol/l).En

paralléle , on effectue un essai a blanc dans les mémes conditions et avec les mémes réactifs .

La formule pour le calcul de cet indice est la suivante :

Is=28,5 x (V0-V1) /m

VO = volume en millilitres, de la solution d’acide chlorhydrique (0,5mol/I) utilisé pour 1’essai

a blanc

V1= volume en millilitres, de la solution d’acide chlorhydrique (0,5 mol/l) utilisé pour la

détermination de I’indice

m = masse en grammes, de la prise d’essai (2g)

11.3.2.2.3 Indice d’ester( le)
L’indice d’ester exprime en mg la quantité d’hydroxyde de potassium nécessaire a la
neutralisation des esters présents dans 1 g de substance. Il est calculé a partir de I’indice de

saponification et de I’indice d’acide (Pharmacopée, 1999)
La formule pour le calcul de cet indice est la suivante: le=1Is-1la

11.3.3 Préparation des extraits

Apreés la récolte, les feuille, les tiges et les fleurs sont a I’ombre dans endroit sec et bien
aéré, puis conservées a I’abri de la lumiére et I’humidité jusqu’a leur broyage au moment de
leur utilisation.

Une fois les échantillons séchés ont été découpés et pilées dans un mortier propre puis
finement broyés. La poudre obtenue est conservée a 1’abri de la lumiére et I’humidité dans des

lacons en verre stériles hermétiquement fermés.
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11.3.3.1 Extrait aqueux
selon Ljubuncic et al., 2005;I"extrait aqueux de 2% de notre plante est obtenu par
infusion de 2g de poudre de la partie aérienne dans 100ml d'eau distillée bouillante. Une
centrifugation de 1000-2000 tours/min pendant 10 minutes est réalisée pour se débarrasser des
débris de plantes suivi d’une filtration sur papier filtre de type wattman N=°3.Le filtrat est

recueilli dans des petits flacons en verre.

A partir de la solution mere de nous avons réalisé une gamme de dilutions suivantes :
1% ; 0.8%, 0.6% et0.4%.

11.3.3.2 Extrait méthanolique

Suivant le protocole d’extraction décrit par (OWEN et al, 2003) et Iégerement modifié.
Le matériel végétal broyé (20 g) est soumis a une extraction par maceération dans le
mélange méthanol / eau (80/20 : v/v) pendant 72 heures avec renouvellement de solvant
chaque 24 heures sous agitation a température ambiante . La solution est ensuite filtrée avec
un papier filtre de type wattman n°3. Le marc résiduel a subi une deuxieme et une troisieme
extraction avec le méme solvant. Apres filtration, les filtrats obtenus sont évapores a sec a

’aide d’un évaporateur rotatif pendant 60min a une température de 60°C.

L’extrait sec est pesé pour le calcul de rendement. Ce dernier est exprimé en

pourcentage selon la formule suivante :
R % = (PES/PE) X 100

R % : rendement en pourcentage

PES : poids de I’extrait sec (Q)

PE : poids de I’échantillon poudre (g)
11.3.4 Screening phytochimique

Principe : Il englobe une série de méthodes colorimétriques qui permettent d’établir la
présence ou I’absence de métabolites secondaires dans la plante a partir de sa poudre ou de

I’infusé. Le screening aide a chercher : les anthocyanes, les leuco-anthocyanes, les tannins
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Totaux, les irridoides, les tannins galliques les tannins cathéchiques, les alcaloides, les
flavonoides, les sénosides, les quinones, les coumarines et les mucilages. Le montre la

méthode appliquée a la recherche de chacun de ces métabolites secondaires

11.3.4.1 Tanins
Pour détecter la présence des tanins, on ajoute a chaque extrait quelques gouttes de
FeCI3 (Chlorure ferrique) a 1%. La couleur vire au bleu noir en présence de tanins galliques

et au bleu verdatre en présence de tanins catéchiques (tanins condensés) (Diallo et al., 2004).

11.3.4.2 Saponines

Test de la mousse : 1’extrait est repris dans Sml d’eau distillée, puis introduit dans un
tube a essai. Le tube est agité vigoureusement, la formation d’une mousse (hauteur supérieur
de 1cm) stable et persistante pendant 15min, indique la présence des saponines (Vigor et al.
2011).

11.3.4.3 Flavonoides
Un mélange de quelques copeaux de Mg+2 et de gouttes d’HCI concentré, placé dans
un tube, est ajouté a 2ml d’extrait. L’apparition d’une coloration allant de 1’orangé au rouge

pourpre indique une réaction positive (Ciulei, 1982).

11.3.4.4Anthocyanes
Un mélange de S5ml d’infusé avec quelques gouttes d’HCL, un test positif est révélé par

une coloration rouge.

11.3.4.5 Leuco-anthocyanes
Pour détecter la présence des leuco_anthocyanes on mélange 2 g de poudre+ 20 ml de
propanol / acide chlorhydrique (1/1). Porter a ébullition au bain marie, I’apparition s’indique

avec une coloration rouge.

11.3.4.6 Alcaloides
On mélange 5g de poudre + 50 ml d’ether : chloroforme 3/1 Filtrer aprés 24h puis épuiser
avec du HCL
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Résultat positif permettre d’avoir un précipité rouge.

11.3.4.7 Coumarines

Faire bouillir a reflux 2 g de poudre dans 20 ml d’éthanol pendant 15 minutes. 5 ml du
filtrat + 10 gouttes d’hydroxyde de potassium a 10 % + quelques gouttes d’acide
chlorhydrique a 10 %.

Formation d’un trouble indique la présence de coumarines.

11.3.4.8 Saponosides
A 2 ml d’infusé, on ajoute quelques gouttes d’acétate de plomb, formation d’un précipité

blanc indique la présence des saponosides .(Harborne et al., 1998 ; Raaman et al., 2006)
11.3.5.Caractérisation quantitative des extraits
11.3.5.1 Poly-phénols

But : la détermination de la teneur en poly-phénols totaux dans 1’extrait de la partie aérienne
de la plante spectrophotométriguement selon la méthode au réactif de
FolinCiocalteu(Singleton et al,1999).

Principe : Ce dosage est décrit par (Skerget et al. 2005).basé sur la quantification de la
concentration totale de groupements hydroxyles présents dans I'extrait. Le réactif de Folin-
Ciocalteau consiste en une solution jaune acide contenant un complexe polymérique d'ions
(hétéro-polyacides). En milieu alcalin, le réactif de Folin-Ciocalteau, oxyde les phénols en
ions phénolates et réduit partiellement ses hétéro- polyacides, d'ou la formation d'un complexe

bleu.

Mode opératoire : A 0.2 ml d’EM (avec concentrations convenables : 200pg/mL, 20pug/mL
et 2ug/mL) est ajouté 0.8 mL de la solution de Na2CO3 (75 mg/mL dans I’eau distillée),
apres agitation, 1mL de la solution de FolinCiocalteu (dilué¢ dix fois dans I’eau distillée) est
ajouté a I’ensemble, apreés 2 h d’incubation a la température du laboratoire, I’absorbance est

lue @ 760 nm contre un blanc sans extrait.
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Le taux de poly-phénols totaux dans I’extrait, a été calculé a partir d’une courbe
d’étalonnage linéaire (y=a. x+b), établie avec des concentrations précises d’acide gallique (0-
0,5 g/l) comme standard de référence, dans les mémes conditions que 1’échantillon. Les

résultats sont exprimés en gramme d’équivalent d’acide gallique par gramme de poudre.
11.3.5.2 Flavonoides

But : Détermination de la teneur en flavonoides totaux de I’extrait d’échantillon par La

méthode du trichlorure d’aluminium ALCL3décrite par (Yi et al. 2007).

Mode opératoire: 1 ml de chaque concentration obtenues par dilutions de I’Eaq de
(10mg/mL, 8mg/mL, 6mg/mL, 4mg/mL, 2mg/mL) est ajouté¢ a 1mL de la solution d’AICI3
(2% dans le méthanol), le mélange est vigoureusement agité. Aprés 10 min d’incubation,

I’absorbance est lue a 430 nm.

Une courbe d’étalonnage (y=a. x+b) établie par la quercétine (0-350 pg/ml), réalisée
dans les mémes conditions opératoires que les échantillons, servira a la quantification des
flavonoides. La teneur en flavonoides est exprimée en gramme d’équivalent de quercétine par

gramme de poudre.
11.3.6.Activité anti-oxydante (in vitro)

Principe : selon (Brand-Williams et al, 1995) ; La capacité anti-oxydante peut étre aussi
mesurée en utilisant des radicaux libres plus stables. Le radical I, I-diphenyl-2-picrylhydrazyl
(DPPH) est un radical libre trés stable a I'état cristallin et en solution, de coloration violette.
Par cette méthode, on considére que l'activité anti-oxydante n'est autre que la capacité des
antioxydants d'agir comme piégeur des radicaux libres. lls agissent en transférant un atome
d'hydrogéne ce qui conduit a la disparition du DPPH au cours de la réaction et a un

changement de coloration (jaune) dans la solution initiale (Figure 11.12).
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W + Antioxydant-OH AN + Antioxydant-O
\J. \‘H

-:j-:“‘.‘;‘_"/J\‘,,NO: ON, l _NO,

DPPH (violet) DPPH (jaune)

Figure 11.12 Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH.

Mode opératoire : 50 microlitres d’Eaq L a différentes concentrations (10mg/mL, 8 mg/mL,
6 mg/mL, 4mg/mL, 2mg/mL) est ajouté a 5 mL de la solution méthanoliqgue du DPPH
(0,004%).

e 50 microlitres de EM de concentration (200pg/mL, 20 pg/mL, 2pg/mL, 0.2p/mL, 0.02
pg/mL) est ajouté a 5 mL de la solution méthanolique du DPPH (0,004%).

En parall¢le, un controle négatif est préparé en mélangeant SOuL de méthanol avec 5

ml de la solution méthanolique de DPPH.

Egalement le méme test a été réalisé dans les mémes conditions opératoires avec un

antioxydant de référence : acide ascorbique.
Lecture des résultats

La lecture de I’absorbance est faite contre un blanc préparé pour chaque concentration a
516 nm aprés 30 minutes d’incubation a 1’obscurité et a une température ambiante. (Gursoy et
al, 2012).

L’activité anti-oxydante est estimée selon 1’équation suivante :

1% = [1- (Abs échantillon-Abs contréle)] x 100.

1% : pourcentage d’inhibition ou d’activité anti radicalaire.
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Abs contrdle : Absorbance du contr6le négatif.

Abs échantillon : Absorbance de 1’échantillon.

1IC50

Ce paramétre est défini selon (Pokorny et al.,2001 ) comme la concentration
d’antioxydant requise pour diminuer la concentration initiale de 50%, il est

inversement lié a la capacité anti-oxydante

Le parameétre IC50 a été calculé a partir de la courbe de régression linéaire tracée du

pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration de 1’ extrait aqueux.
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I11.1 Rendement des huiles essentielles

111.1.1 Rendement des huiles essentielles du Thymus ciliatus L
Le rendement en huile essentielle a été calculé en fonction de la matiére végétale séche

de la partie aérienne de la plante. Les résultats trouvés sont donnés par (Tableau 9)

Tableau 9 : Rendement en HE de Thymus ciliatus L

La partie Date Lieu de récolte  Durée Rendement en
utilisée d’extraction d’extraction (%)

les feuilles et les 03/05/2021 Si mahdjoub 2H 0,31

sommités Médéa

Tableau 9 : révéle un rendement égal a 0,31%. Notre rendement est inférieur a celui
trouvé par Ain Makhluf (1,790%). Guelma ( 2010) et Giordani et al (2008) rapportent que
le rendement des huiles essentielles des différentes espéces de thym d’Algérie y compris
I’espéces Thymus ciliatus originaire de djebel Ansel (W.Gulema) varient de 2% a 3 %.
Selon (Bousmaha-Marroki et al, 2007, Amarti et al, 2010 et Ghorab et al, 2013), les

rendements des HE varient selon région et la période de récolte.
111.1.2 Rendement des huiles essentielles de Thymus vulgaris L.
Le rendement en pourcentage des huiles essentielles du Thymus vulgaris L.est donné par

(Tableau 10) La valeur trouveée est égal a 1.8 %.

Tableau 10 : Rendement en HE de Thymus vulgaris L

La partie Date Lieu de Durée Rendeme
utilisée d’extraction récolte d’extraction nt en (%)

les 04/05/202 EL 2H 1,8
feuilles et les 1 Mawan
sommités Setif

Le rendement trouvé est supérieure a ceux de Thymus vulgaris et Thymus satueioides
(0,05% et 1,1%) trouvés par ELOUALILALAMI (2013) et a celui trouvé (0,9%) par (Dob et

al, 2006). Cependant il est inférieur a la valeur 2% établie .
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Par ailleurs, on constate que le rendement des huiles essentielles du Thymus vulgaris
(1.08%) est supérieur a celui des huiles essentielles du Thymus ciliatus (0.3%). Cette
différence est dut probablement au chémotype de la plante, aux conditions écologiques et aux

conditions climatiques (Garnero, 1975).

I11.2 Caracteres organoleptiques des huiles essentielle de Thymus vulgaris L

et Thymus ciliatus L
Les caractéristiques organoleptiques desHE de deux espéces de Thymus obtenus par la
méthode hydro distillation sont représentées dans (Tableau 11)

Tableau 11 : caractéristique organoleptiques d’HE de T.vulgaris L et T.ciliatus L

Espece végétale  Aspect Couleur Odeur/ Saveur

Thymus ciliatus L Liquide  mobile jaune clair Agréable, Piquante
limpide

Thymus vulgaris liquide jaune foncé, Aromatique ;

L Marron clair piquante fraiche

Figure 111.13 HE des deux espéces de thymus étudiées (Thymus vulgaris L ; Thymus ciliatus
L)
111.3 Caractéristiques physico-chimiques

Les résultats des caractéres physicochimiques des huiles essentielles des espéces sont

consignes dans le (Tableau 12).
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111.3.1 Caractéres physiques

111.3.1.1 Indice de réfraction

Les indices de réfraction ont été calculés et ramenés a 20°c a I’aide d’un réfractometre.
Ils sont donnés par le (Tableau 13).
Tableau 12 : valeurs des indices de réfraction a 20°c de HE de Thymus vulgaris L et Thymus

ciliatus L

Caractéristique Indice de réfraction (NFT75-112)
HE de Thymus ciliatus L 1,466 [1,4830 a 1,5100]
HE de Thymus vulgarisL 1,502 [1,4830 a 1,5100]

Les indices trouvés des deux plantes sont compris dans les normes donnés par 1SO
(1s0280, 1998)

La valeur trouvée du T.ciliatus est relativement proche a celle de Thymus longiflorus
(1,470) réalisee par HADDOUCHI et al (2009) et a celle trouvée (1,46al,48) par
Monnalte, (2014). Cependant elle est inférieure de la réfraction d’HE du Thymus vulgaris
(1 ,499) percu par HADDOUCHI et al (2009)

En ce qui concerne [I’indice de réfraction d’HE de Thymus vulgaris (1,502) est
supérieure par rapport a la valeur de Thymus vulgaris retrouvé (1 ,46al1, 48) par Monnalte
(2014), et proche a celui retrouvé(1.491 a 1.510) par HADDOUCHI et al de I’ouest algérien,
(2009) .

111.3.1.2 Densité relative

La densit¢ d’une HE est un critére de qualit¢ dans le domaine de la cosmétique,
pharmacie, agroalimentaire etc.(AFNOR 2000). Elle peut facilement donner un apercu sur la
naturalité du produit révélant les tentatives de fraudes et d’altération. Les valeurs obtenues des

densités de nos HEs rapportées dans le tableau varient de 0,836 a 0,866.

Tableau 13 : valeurs des densités des HEs de Thymus ciliatus L et T.vulgaris L

Caractéristiques la densité relativea (NF T 75-111)
20°C

HE thymus ciliatus L 0,836 [0,894 — 0,930]

HE thymus vulgaris L 0,866 [0,894 — 0,930]
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Elles sont comparables aux valeurs des normes francaises de densité du Thym (Norme
NF T 75-111)

La densit¢ d’HE Thymus ciliatus L(0,836) et HE Thymus vulgaris L(0,866) sont
inférieures aux valeurs (0,9-0,955) trouvées par HADDOUCHI (2009) pour le genre Thymus
vulgaris L, et aussi inférieure par apport au genre Thymus longiflorus (0.917) découverte par
HADDOUCHI (2009).

D’apres ces résultats obtenus, les densités relatives sont inférieures & 0,9. Donc ces

derniéres sont riches en terpénes

111.3.1.3 Miscibilité a ’éthanol a2 90%

La miscibilité a 1’éthanol selon la norme NF.T75-101 est déterminée dans 1’éthanol

pur 70-90%. Les résultats de la miscibilité sont représentés dans (le Tableau 14)

Tableau 14 : Résultat de la miscibilité a I’éthanol 90%

Caractéristique Miscibilité a (Norme
I’éthanol 90% AFNOR, 2010

HE Thymus ciliatus L 1V/3V miscible [2v/1v/ 3v/1vV]

HETthymus vulgarisL ~ 1V/3V miscible [2v/1v/ 3v/1v]

Les résultats trouvés dévoilent que les solutions obtenus sont homogénes et miscibles
dans I’éthanol 90 % (1V HE/3V d’éthanol).

Notre résultat est comparable a celui retrouvé (1V/3V pour Thymus ciliatus) par
KHOLKHAL (2014), néanmoins il est supérieur a celui trouvé (0,6V/1Vpour Thymus
vulgaris) par HADDOUCHI et al (2009).

111.3.2 Caracteres chimiques

111.3.2.1 Indice d’acide(la)

Les résultats d’indice d’acidité donnés par le Tableau.16 des huiles essentielles de
Thymus vulgaris et du Thymus ciliatus sont respectivement 6.72 et 5.61. Ils sont supérieurs
aux normes [4,1 — 5,2].donnés par AFNOR, 2010.
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Tableau 15 : résultats de I’indice d’acide

Caractéristiques la V KOH Norme
en (ml) AFNOR,
2010)
HE de thymus 5,61 V1=0,1 41-52
ciliatus L V2=0,2
HE de thymus 6,32 Vi1=1,2 41-572
vulgaris L V2=1,6

L’la permet de vérifier la qualité d’une HE, notamment en ce qui concerne sa
dégradation avec le temps durant le stockage, il nous donne un apergu sur la qualité de I’'HE :
plus L’Ia est bas plus HE est bonne.

L’indice de Thymus ciliatus L (5,61) est inférieure a celui trouvé (8.4 pour Thymus
vulgaris) par HADDOUCHI et al (2009), toutefois il est supérieure a celui trouvé (2,580a3,
415 pour Thymus ciliatus sp coloratus ) par KHOLKHAL (2014). En ce qui concerne I’indice
de Thymus vulgaris L (6, 32) est inférieure a celui trouve (8.4 pour Thymus vulgaris ) par
HADDOUCHI] et al (2009) .

111.3.2.2 Indice de saponification

Les résultats de I’indice d’saponification sont regroupés dans le Tableau

Tableau 16 : Résultats de I’indice d’saponification

Caractéristique VHCL Is
HE Thymus ciliatusL  V1=5,9 V=31 80,142
HE Thymus vulgarieL V1=51V2=272 35,062

Les Indices de saponifications trouves de Thymus ciliatus L (80,142) et de Thymus
vulgaris L (35,062) sont supérieurs par rapport a ceux trouvés par plusieurs auteurs
antérieurs : HADDOUCHI et al (2009), KHOLKHAL (2014).
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111.3.2.3 Indice d’ester

Les résultats d’indice d’acidité donnés par le Tableau des huiles essentielles de Thymus
vulgaris L et du Thymus ciliatus L sont respectivement 68,508 et 74 ,532. Ils sont supérieurs
aux normes [49,5 — 52,55] donnés par AFNOR

Tableau 17 : Résultats de 1’indice d’ester

Caractéristiques le (Norme
AFNOR,2000)

HE Thymus ciliatus L 74 532 [49,5 —52,55]

HE Thymus vulgaris L 68,508 [49,5 — 52,55]

L’IE des huiles essentielles du Thymus ciliatus L (74 ,532) et du Thymus vulgaris L
(68,508) sont inferieurs au valeurs (98,49 a99,12) retrouvées dans Thymus ciliatusssp par
KHOLKHAL (2014) mais sont supérieures a la valeur (16.83) avisée dans le Thymus
vulgaris L par HADDOUCHI et al (2009) .

I11.4 Screening phytochimique

Les tests phytochimiques consistent a détecter les familles de métabolites secondaires
existants dans la partie étudiée de la plante par des réactions qualitatives de caractérisation.
Ces réactions sont basées sur des phénoménes de précipitation ou de coloration par des
réactifs spécifiques. Les résultats effectués sur les différents extraits de Thymus. vulgaris L.
sont regroupés dans le (Tableau 18).

L’étude compléte du screening phytochimique de Thymus. vulgaris L montre que les
tanins ont donné les réactions les plus franches. Il s’agit surtout de tanins galliques, en plus
elle se montre riche en flavonoides. Ces composes possedant diverses propriétés notamment
anti-inflammatoires, antibactériennes, antiseptiques, antioxydantes et antivirales. (Muanda,

2010). Toutefois, nous observons 1’absence des anthocyanes et des saponosides.
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Tableau 18 : Résultats du screening phytochimique de Thymus vulgaris L récoltée dans
la région d’EL Mawan (Sétif).

Les molécules testées Observation
Anthocyanes Coloration rouge
Tanins Coloration bleue noire
+++
Tanins gallique Coloration bleue foncé
++
Tanins catéchéque Absence de couleur
Saponosides Absence de mousse
Flavonoides Coloration orangé
+++
Alcaloides Présence d’un précipité rouge et
marron
+
Coumarines Formation d’un trouble
+

(+++) : Franchement positive ; (++) : moyennement positive ; (+) : faiblement positive ; (-) : absence

Les résultats montrent que cette plante est d’une grande importance, elle est riche en
composés phénoliques tels que les tanins et les flavonoides qui sont des substances reconnues
pour leur propriété anti oxydantes.

Cette étude a également montré 1’existence d’une réelle biodiversité moléculaire, qui
confére a la plante des vertus médicinales importantes a valoriser. Parmi les métabolites
secondaires mis en évidence, les flavonoides ont un important champ d’action et possedent de
nombreuses vertus médicinales : antioxydantes (Granato et al. 2018), anti-inflammatoires,
inhibiteurs d’enzymes, antiallergiques, antiulcérogénes, et effets protecteurs vasculaires, et
antimicrobiens, antitumoraux, antisécréteurs et antidiarrhétiques , hypotenseurs et
aphrodisiaques Les tanins avec leurs propriétés de former des complexes avec les protéines,
présentent des propriétés antidiarrhétiques, antibactériennes et antifongiques), et renforcent

les vaisseaux sanguins contribuant a I’accumulation de la vitamine C
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Dans 1’organisme .De plus, ces métabolites montrent une activité cicatrisante des plais par
activation du processus de cicatrisation. Les coumarines quant a elles, posseédent des

propriétés anticoagulantes et antimicrobiennes.

111.5 Dosage des poly-phénols totaux et des flavonoides
111.5.1 Dosage des poly phénols totaux

Le dosage des poly phénols totaux est réalisé par spectrophotométrie avec le réactif de
Folin Ciocalteu qui, en milieu alcalin, est réduit en oxyde de tungsténe et de molybdeéne
donnant une couleur bleue en présence de polyphénols .

La teneur en polyphénols totaux de I’extrait méthanolique est calculée a partir de
I’équation de régression de la gamme d’étalonnage établie avec 1’acide gallique de type:y=a
X +b. (annexell). Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalent d’acide gallique
par milligramme d’extrait (ug EAG/mg d’extrait). Ces résultats ont permis de donner des
estimations sur les quantités des polyphénols totaux contenus dans I’ extrait
Les résultats du dosage des polyphénols (Tableau 19) montrent que I’Extrait méthanolique du
Thymus vulgaris L contient 265.9 = 1.18 pg EAG/mg.

La teneur en phénols totaux de notre extrait methanolique de Thymus est supérieure au
taux trouve par (Koksal et al.( 2017) et Nieto et al.( 2011) qui ont montrés que la quantité de
composés phénolique totaux dans L’extrait éthanolique de Thymus vulgaris L est de 158.0
101.4 (ng EAG /mg d’extrait) et la valeur de 21.66 (ug EAG /mg d’extrait) trouvée dans
I’extrait chloroformique de Thymus Satureioides par ( Fadili et al (2015)

111.5.2 Dosage des Flavonoides

Le dosage des flavonoides est réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium
(AICI3) (Figure 14) (Athamena et al. 2010).

La quercétine est utilisé comme standard, il nous a permis de réaliser une courbe
d’¢étalonnage, d’ou on a calculé la teneur en flavonoides de I’extrait chloroformique et
éthanolique de la plante étudiée qui est exprimée en ug équivalent de la Quercétine (EQE) par
milligramme d’extrait.

L’absorbance est lue dans une longueur d’onde de 415 nm. Les résultats obtenus sont

représentés dans une courbe d’étalonnage (annexe I1)
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Les resultats du dosage des Flavonoides (Tableau 19) (figurel4) montrent que I’Extrait
aqueux du Thymus vulgaris L contient 16.11 + 0.14 ug EQ/mg d’extrait

La teneur en flavonoide de notre extrait aqueux est supérieure a celle obtenu par Koksal
et al. 2017, qui ont trouvé une teneur en flavonoide pour le Thymus vulgaris L 36.6ug EQE

/mg d’extrait.

Tableau 19 : Teneur en polyphénols et en flavonoides dans les deux extraits de la

plante Thymus vulgaris L

Teneur Poly Flavonoid
phénols (a) es (b)
Extrait aqueux - 16.11 +
0.14
Extrait 2659 + -
méthanolique 1.18

(@) ug EAG/mg d’extrait
(b) ug EQ/mg d’extrait

300 -

250 A

200 -~

B Extrait aqueux
150 A

M Extrait méthanolique

100 A

50 A

e B

0 T f
Poly phénols (a) Flavonoides (b)

Figure 14 : Teneur en poly phénols dans I’extrait méthanolique et celui des flavonoides

dans I’extrait aqueux.
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Cette différence de teneurs en métabolismes secondaires peut étre due a la méthode
d’extraction, la région de récolte, ainsi que le type de solvant utilisé. En effet, (Falleh et al.
2008) ont signalé que la solubilité des composés phénoliques est en fonction de leur degré de
polymeérisation, de leur interaction avec les autres constituants et le type de solvant utilisé. Par
ailleurs, la méthode d'extraction doit permettre d’avoir une fraction compléte en composés
d'intérét et doit éviter leur modification chimique (Dai et Mumper, 2010). La teneur
phénolique d'une plante dépend également d'un certain nombre de facteurs intrinséques et
extrinséques, en particulier les conditions climatiques, la maturité a la récolte et les conditions
de stockage. Il semble que I’augmentation de la température, et 1’effet des jours longs
favorisent 1’accumulation des poly phénols, et exercent une influence sur la qualité des
principes actifs poly phénoliques synthetisés par les plantes. Le type de solvant d’extraction
doit non seulement avoir une haute capacité d’extraction de biomolécules issue de la plante,
mais aussi de bénéficié d’un certain taux de sécurité. L’éthanol est 1’un des meilleurs solvants
pour une extraction poly phenolique. D’autre auteurs ont montré que le méthanol reste le

solvant le mieux choisi pour extraire les antioxydants d’une plante.

11.6.Activité antioxydante de I’extrait aqueux de Thymus vulgaris L.

11.6.1 Détermination du pourcentage d’inhibition du radical DPPH

L’activité anti-radicalaire des extraits vis-a-vis du radical DPPH est évaluée
spectrophotométriquement a 517 nm en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne
d’un passage de la couleur violette a la couleur jaune (Figure 18) (Besbes Hlila et al. 2017).

Les résultats obtenus ont permis de tracer la courbe du pourcentage (%) d’inhibition en
fonction des concentrations de I’extrait (Figurel5).

Ces résultats, montrent que le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente avec
I’augmentation de la concentration des extraits.

Nous constatons que le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente avec
I’augmentation de la concentration soit pour I’acide ascorbique ou 1’extrait méthanolique de la
plante Thymus vulgaris L.

On note que I’efficacité antioxydante augmente avec la concentration de 1’extrait
aqueux. Cependant, le pourcentage d’inhibition du radical libre pour I’extrait est 1égérement

inférieur a celui de I’acide ascorbique pour toutes les concentrations utilisées. Pour une
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Concentration de 10 mg/ml, I’extrait Thymus vulgaris L a révélé un pourcentage d’inhibition
de DPPH de 84% tandis que I’acide ascorbique est de 86,57 % (Figure 16).

100
90 V= 4.274x +46.634
RZ=0.973

80
70 -
60 - ¢—acide ascorbique

1%

50
40 == Extrait méthanolique

30
20
10

O T T 1
0 5 10 15

concentration ( mg/ml)

—— Linear (acide
ascorbique)

1(%0) : Pourcentage d’inhibition

Figure 15 : Pourcentage d’inhibition d’extrait aqueux de Thymus vulgaris L et de
I’acide ascorbique

Les résultats obtenus sont exprimés selon les valeurs d’ICso (Tableau 20) en
comparaison a celle d’un standard (acide ascorbique).

La valeur d’ICso est inversement liée a la capacité antioxydante d'un composé. Elle
exprime la quantité d'antioxydant nécessaire pour diminuer la concentration du radical libre
de 50%. Plus

La valeur d’ICso est basse, plus l'activité antioxydante d'un composé est élevée .

Les valeurs d’ICso de 1’extrait méthanolique et de 1’acide ascorbique qui permettent
d’inhiber I’effet de 50% du DPPH sont rapportées dans le Tableau 23 et dans la Figure 20.

Tableau 20 : Valeurs des concentrations d’inhibitions ICso de I’acide ascorbique et de

I’extrait méthanolique du Thymus vulgaris L.

I’extrait méthanolique I’acide ascorbique

ICs0 (mg/ml) 2 0.8
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IC50 (mg/ml)

2 —

1.5 A

1 - m IC50 (mg/ml)

0.5 A

0 T T
I'extrait I'acide ascorbique
méthanolique

Figure 16 : IC50 de I’acide ascorbique et de 1’extrait méthanolique de la poudre du
Thymus vulgaris L.

L’extrait méthanolique de Thymus vulgaris L pouvait ramener le radical libre stable 2.2
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) au diphenylpicrylhydrazine jaune-coloré avec un 1C50 de
2 mg/ml. Elle est légérement inféricure a celle de 1’acide ascorbique (0.85 mg/ml). Donc
L’extrait méthanolique de Thymus vulgaris L exhibe une activité antioxydante importante.

L'activité antioxydante élevée de I’extrait méthanolique de Thymus vulgaris L peut étre
le résultat des composants phénoliques mais aussi d'antioxydants non phénoliques comme
sesquiterpenes, flavonoides ou acides chlorogéniques Selon Shahidi et Wanasundara (1992)
les composés phénoliques sont connus comme de puissants antioxydants. Et suivant Hanato
et al (1989) les composés phénoliques sont des constituants trés importants dans les extraits et

leur capacité de balayage des radicaux libres est due a leurs groupes d'hydroxyles. .
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Conclusion

Notre intérét s’est orienté aussi vers 1’activité antioxydante des extraits
d’espéce Thymus vulgaris L dans le cadre de la recherche de nouveaux
antioxydants d’origine naturelle, afin d’épargner 1’utilisation des antioxydants
synthétiques dont certains d’entre eux peuvent étre toxigques ou carcinogenes.

Les résultats que nous avons obtenus nous dévoilent le potentiel
antioxydant des extraits du Thymus vulgaris L

Cette importante activité a la fois antimicrobienne et antioxydante est due
principalement a la richesse de cette essence en thymol. Ce composé phénolique
est treés connu pour ses propriétés contre les agents microbiens et antioxydants.

L’ensemble de ses résultats laisse entrevoir des perspectives de la
recherche de formulation a base des essences et d’extraits de Thymus vulgaris L
a la place de certains conservateurs ou antioxydants de synthése dans le domaine
de I’industrie agroalimentaire.

L’extrait méthanolique du Thymus vulgaris L. pouvait ramener le radical
libre stable 2.2 diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) au diphenylpicrylhydrazine
jaune-coloré avec des IC50 respectives 02 mg/ml. Elle est légerement supérieure
a celle de I’acide ascorbique (0.85 mg/ml). Donc L’extrait méthanolique de
Thymus vulgaris L exhibe une activité antioxydante importante.
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ANNEXES




ANNEXE |

Matériel non biologique
Hydro-distillation

Matériel

Bain Marien Flacon de

récupération(Opaque)

Appareil de hydro
distillation : (Chauffe
ballon /Réfrigérant)

Ballon de 1000mL




Les analyses physico-chimiques

Densité relative

Matériel

Balance

Pycnomeétre de 10ml

Indice de réfraction

Matériel

Réfractométre




Miscibilité a I’éthanol

Matériel

Flacon opaque

Entonnoir Seringue

Réactif
e Ethanol a 90%

Indice d’acide (Ia)

Matériel

Erlenmeyer

Fiole jaugé




Micropipette (0,5um)

Burette

Réactifs

e Phénolphtaléine
e Hydroxy de potassium KOH (0 ,1M)
e Alcool
Indice de saponification (Is)
Matériel
e Balance
e Réfrigérant a reflux
e Bain marie
e Verreries
e Bécher (100ml)
e Burette
e Fiole (100ml)
e Entonnoir

e Erlenmeyer




e Eprouvette
e Pipette (2ml)
Réactifs
e Phénolphtaléine
e Hydroxy de potassium KOH (0 ,5M)
e Acide chlorhydrique HCL (0,5M)

e Alcool

ANNEXE |1
Etude phytochimie
e Matériel pour Broyée
o Papier filtre (type wattmen)
e Microscope
e Verrerie
e Flacon verre
e Tube au verre de 15a30ml
e Tube a essai
e Béchar
La solution
e Ether de pétrole
e Chlorure ferrique (FeClI3)
e NaOH/ Mag/ Hcl
e D’anhydride acétique
e Acide sulfurique
e Fehling
e 20ml de propanol
e Acide chlorhydrique
e Chloroforme
e Sulfate de sodium anhydre

e A manique diluée



e Ethanol absolu

e Acide sulfurique (HeSO4)

e D’acétale des plomb

e Poly-phénol

e Na2CO3

e Hydroxyles / polymérique d’ions phénolates
e Folinciocalteu

e Oxyde les phénols en ions phénolates
e Hétéro- polyacide

e Acide gallique

e AICLS3 (trichlorure d’aluminiun)

e Eaq

Radical
e 1-Diphenyl-2-Picylhydrazyl (DPPH)
e EM

e Solution méthanique de DPPH

DO

14 y=3,257x+0,061
R?=0,998

08 7~ ¢ 00
0,6 A~ —— Linéaire (DO)

02 1 Quercitine
7z mg/ml

0 0,1 0,2 0,3 04 0,5

Dosage des polyphénols et flavonoides






