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Résumé

L’objectif de notre travail consiste a déterminer 1’activité antibactérienne et antifongique de
I’Huile essentielle(HE) du thym (Thymus vulgaris) par deux méthodes différentes : aromatogramme

et microatmospheére.

L’extraction de I’HE du thym a été faite par I’hydrodistillation. La composition chimique de
I’huile, déterminée par la chromatographie en phase gazeuse et chromatographie couplée a la
spectrométrie de masse, a révélé la présence de 13 composés. Le carvacrol (88%) semble étre le
composé majoritaire, suivi par le p-cyméne (8,15%), }- terpinéme (4,96%) et linalool(1,44%).

Le screening antimicrobien d’HE en phase liquide a révélé quelle est tres active contre les
bactéries & Gram positive et les levures avec des diamétres des zones d’inhibition (DZI) qui varient
entre 50 et 70 mm. Les Gram négatifs ont été faiblement inhibés alors que les moisissures sont, par
contre, les plus résistantes.

En phase vapeur, I’essence a présenté¢ une certaine activité bactériostatique sur les Gram
positives avec des DZI qui varient entre 50 et 60 mm. C’est aussi un puissant fongicide car toutes les
souches de levures ont été fortement inhibées (DZI > 51mm).

L’huile essentielle présente aussi une action « dose-dépendante » due probablement a la

présence du monoterpéne oxygénée (carvacrol), réputé pour son action antimicrobienne.

L’utilisation de I’huile essentielle nous parait pleinement justifiée en aromatothérapie anti-

infectieuse.

Mots-clés: Thymus vulgaris; Huile essentielle; carvacrol ; aromatogramme ; microatmospheére.



Abstract

The aim of our study was to determine the chemical composition of essential oil (EO) of
Thym (Thymus vulgaris) and to test its antimicrobial activity against a wide spectrum of microbial

strains by two methods: disc diffusion and vapour diffusion methods.

The EO was extracted by hydrodistillation .The chemical composition, determined by gas
chromatography, revealed that carvacrol was the major component (88%), followed by p-cymene, }/-
terpene (4.96%), and linlool (1.44%).

By disc diffusion method, essential oil exhibited a good antimicrobial activity particularity
against Gram positive bacteria and yeast with inhibition zones varied from 50 to 70 mm.
By vapor diffusion test, essential oil provides a potent antibacterial effect against Gram positive
bacteria with inhibition zones ranged from 50 to 60 mm.
Else, our results revealed that essential oil possesses a strong anti-Candida property. Further, the
inhibition zone increase with increasing in oil quantity. Carvacrol is responsible, probably, for this

antimicrobial effect.

Use of oil essential of Thym could be suggested in aromatherapy to treat or prevent

infectious diseases.

Key words: Thymus vulgaris ; Essential oil ; carvacrol ; disc diffusion method; vapour diffusion test.
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Introduction

Avec la généralisation, a la fin des années 1940, de I’utilisation des antibiotiques (ATB), les
médecins ont commencé a vaincre les maladies infectieuses qui ravageaient 1’humanité depuis si
longtemps. Mais, ensuite, & la fin des années 1980, les ATB ont commencé a ne plus étre salués
comme le miracle qu’ils avaient semblé étre 40 ans plus tot. Pourtant et dés 1945, le bactériologiste
britannique Alexander Fleming a lanceé un avertissement dans un article publié dans le New York
Times. Il craignait qu’un mauvais usage de la Pénicilline ne conduise a sélectionner et a propager des
formes mutantes de bactéries résistantes. 1l avait raison, ses paroles étaient prémonitoires. De
nombreuses bactéries ont développé une résistance a la plupart des ATB (Breuil et al., 2001 ; Jans
etal., 2011) .

Par ailleurs, la généralisation d’une utilisation excessive des ATB a large spectre semble également
avoir favoris€¢ un nouveau probléme. Elle est souvent la cause d’une infection secondaire par des
levures, en particulier par Candida albicans. Une autre conséquence inattendue de I’utilisation des
ATB est ’apparition de salmonelloses. Les personnes sous ATB, au moment ou elles consomment de
la viande ou du lait contaminé, se trouvent prises de fortes diarrhées dues a une salmonelle résistante.
Sous la pression sélective du médicament, la salmonelle s’est suffisamment développée pour
déclencher une gastro-entérite et, dans certains cas, une infection sanguine susceptible d’entrainer la
mort (Monnet, 2000).

Malgré tous les efforts déployés dans I’antibiothérapie, on est toujours surpris par 1’apparition de
souches résistantes a un ATB ou méme a 1’association de plusieurs en méme temps, ce qui rend
I’éradication de ce germe fatal est irréalisable (Bolis, 2011).

De nombreuses études traitent de 1’activité antimicrobienne des HE, qu’elles soient citées dans des
ouvrages, dans des journaux spécialisés de microbiologie ou présentées lors de congres
d’aromathérapie scientifique. De nombreux travaux, essentiellement de laboratoire, sont venus
renforcer ces résultats, expliquer les modes d’actions de certains de leurs composants (De Billerbeck,

2007 ; Inouye et Abe, 2007).

L’¢tude de ces essences est toujours d’une brilante actualité malgré son ancienneté et les
développements exponentiels de domaines tels que la pharmacognosie et la microbiologie. Cela tient
principalement au fait que le régne végétal est une source présumée inépuisable d’une immense
variété de médicaments potentiels, tout en étant accessible, y compris dans les pays en voie de
développement. De plus, cette science évolue et s’affine sans cesse avec 1’amélioration des
instruments d’investigation et de I’acceés a 1’information scientifique. Cette derniére perspective
permet d’élargir le champ de valorisation des plantes aromatiques et médicinales (PAM), (autrefois
1



restreint du point de vue économique, a 1’extraction de molécules olfactives), par 1’exploitation des
nombreuses et diverses activités biologiques, substantiellement évoquées par la médecine
traditionnelle, corréler a certains types de structures chimiques (Bruneton, 1999 ; Chebaibi et al.,
2011).

L’ Algérie, de par sa position géographique, jouit de plusieurs facteurs de pédogenese et de grandes
variations climatiques a laquelle s’ajoutent les ressources hydriques, tous favorables au
développement des cultures intensives des PAM. De méme, rares sont les cultures des plantes a
parfum qui ont fait I’objet d’études scientifiques trés approfondies. Le thym, de la famille des
Lamiacées, est un exemple éloquent d'espéce qui n’échappe pas a cette régle. Toutes ces
considérations nous ont amené a envisager des possibilités de valorisation de I'essence des thyms

odorants, en aromathérapie anti-infectieuse, en vue d'offrir une alternative aux ATB.

Notre étude visait un triple objectif :

e Extraction et caractérisation analytique et chromatographique des essences aromatiques du
thym récolté a partir d’un champ de culture.

e Evaluation de D’efficacité antibactérienne et antifongique desdites molécules aromatiques in
vitro vis-a-vis des souches microbiennes, standardisées ou isolées cliniquement, par deux
méthodes complémentaires (aromatogramme et micro-atmosphére) en comparaison avec des
ATB.
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Chapitre 1

Huiles essentielles

1.1. Historique

Le terme « huile essentielle » (HE) est une contraction de I’expression « huile quintessentielle ». Son
origine provient de I’idée aristotélicienne selon laquelle la matiére est constituée de quatre ¢léments,
a savoir : le feu, Iair, la terre et I’eau. Le cinquiéme elément, autrement nommeé quintessence, était
alors considéré comme étant I’esprit ou la force vitale. Dans le passé, les anciens assimilaient la
distillation et 1’évaporation, comme des procédés permettant d’extraire I’esprit de la plante. Cette
derniére qualification fait une fois de plus référence au concept d’extraction de la force vitale de la
plante. Au cours de la Renaissance, un médecin réformateur suisse, du nom de Paracelse (1493-
1541), donna un sens particulier au terme huile essentielle. Sa théorie le définit comme le dernier
extrait possible le plus sublime correspondant a la « QuintaEssentia », le principe actif du
médicament. L’isolation de cet extrait devrait étre, selon lui, le but de la pharmacie (Bardeau, 2009 ;
Lardry et Haberkorn, 2007).

L’histoire des HE commence cependant 2000 a 3000 ans avant cette époque. Chez les Egyptiens,
I’essence de térébenthine était déja utilisée et tout porte a penser que certains parfums étaient obtenus
sous forme d’huiles distillées. L’art de la distillation, initié par les Egyptiens, Indiens et Perses,
s’améliora grandement au cours du 9°™ sigcle sous I’impulsion des Arabes avec, notamment, le
développement de I’alambic attribué a Avicenne (980-1037).

Durant les siécles qui suivirent, les HE étaient principalement utilisées pour leurs vertus
thérapeutiques et ne nécessitaient qu'une production minime, ce qui n’est plus le cas de nos jours.
Avec Paracelse se développerent I'Alchimie et la notion de "Quintessence™ des plantes qui tomba
aussitot dans I'oubli (Gilly, 1997).

Il aurait fallu attendre 1928 pour que "l'aromathérapie moderne" soit ressuscitée grace a un chimiste
francais, Gatefosse, qui constata les énormes pouvoirs de guérison des HE. Les progreés de la science
et des techniques d'analyses permirent de véritables investigations de ces molécules, contribuant au

redéploiement international de I'aromathérapie a I'échelle du monde entier (Roux, 2008).

1.2. Définition générale de ’Huile Essentielle :

Il s’agit d’un mélange de composés lipophiles, volatils et souvent liquides, synthétisés et stockés dans
certains tissus végétaux spécialisés, responsables de 1’odeur caractéristique de la plante. Le terme «
huile » s’explique par la propriété que présentent ces composés a se solubiliser dans les graisses par

leur caractére hydrophobe (Zhiri et Baudoux, 2005 ; Grosjean, 2011).

En se référant a la norme frangaise NF T 75-006 (AFNOR, 2000), I’HE est défini comme « un

produit obtenu a partir d’une matieére premicre végétale, soit par entrainement a la vapeur, soit par
4



des procédés mécaniques a partir de I’épicarpe des citrus, soit par distillation séche ». Cette
définition, basée sur les procédés d’extraction, est restrictive et exclut aussi bien les produits obtenus
par extraction a I’aide de solvants (concrétes et absolues) que ceux obtenus par tout autre procédé
(extraction par fluide supercritique (SFE), extraction micro-ondes sans solvant (SFME) (Roux et
Catier, 2007).

1.3. Localisation et rendement

En pratique, les HE sont principalement extraites de deux types de plantes : les agrumes et les PAM.
Parmi les espéces vegetales, 10 % seulement sont dites « aromatiques ». La capacité a accumuler
I’HE est cependant la propriété de certaines familles de plantes réparties au sein de I’ensemble du
regne végetal, aussi bien représentées par la classe des gymnospermes que celle des angiospermes
(Roux et Catier, 2007).

Les HE sont des sécrétions naturelles élaborées par le végétal et contenues dans les cellules ou parties
de la plante comme celles des fleurs (rose), sommités fleuries (lavande), feuilles (citronnelle), écorce
(cannelier), racines (iris), fruits (vanillier), bulbes (ail), rhizomes (gingembre) ou graines (muscade).
Pour certaines HE comme celles de lavande ou de sauge, c’est la plante entiére qui est utilisée.

Seules les parties sécrétrices ou les plus concentrées de la plante sont récoltées a la période de
rendement optimum : avant la floraison (menthes), pendant (lavandes) et aprés celle-ci (plantes a
graines) ou encore apres la rosée du matin (fleurs fragiles) (Salle, 1991).

Les HE sont produites dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et s’accumulent en général dans des
structures histologiques ou glandulaires spécialisées (Figure 1), situées en surface de la cellule et
recouvertes d’une cuticule (Deysson, 1978 ; Festy, 2008 ;Bruneton, 1999 ; Anton et Lobstein,
2005).

1.4 Composition chimique :

La majorité des HE sont composées de 3 ou 4 molécules majoritaires et de trés nombreuses
molécules minoritaires. Ces constituants appartiennent, de facon quasi-exclusive, a deux groupes
caractérisés par des origines biogénétiques distinctes : le groupe des terpénoides d’une part et le
groupe des composés aromatiques dérivés du phénylpropane, beaucoup moins fréquents, d’autre part.
Actuellement, plus de 3000 constituants ont été isolés a partir des essences (Bruneton, 1999 ;
Carson et Hammer, 2011; Rhind, 2012).

1.4.1. Les terpénes et terpénoides
Bien que de structures tres diverses, les terpénes ont un caractere commun : ils sont tous formés par
la réunion d’unités isopréniques (Figure 2). Une classification rationnelle est basée sur le nombre
d’unités isopréniques qu’ils renferment. On définit alors les hémiterpénes (1 unité¢ C5), les
monoterpenes (2 unités : C10), les sesquiterpenes (3 unités : C15), les diterpénes (4 unités : C20), les

sesterpénes (5 unités : C25), les triterpénes (6 unités : C30), les caroténes (8 unités : C40) et les
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polyisoprenes (n unités : Cb5n).(Bruneton, 1999 ; Carson et Hammer, 2011; Rhind, 2012 ;

Franchomme et Penoél, 1990).

1.4.2. Les composés aromatiques

Si les composés terpéniques sont les constituants majoritaires des HE, les molécules aromatiques
n’en demeurent pas moins des composés importants, a 1’exemple du cinnamaldéhyde qui représente
environ 75 % de I’HE de cannelle (Bruneton, 1999).

Les composés aromatiques sont principalement des dérivés du phénylpropane C6-C3, parmi lesquels
se trouvent des aldéhydes (cinnamaldéhyde), des alcools (alcool cinnamique), des phénols (eugenol),

des dérives méthoxy (anethol) ou methylénedioxy (myristicine).
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Figure 2 : Principaux composés des huiles essentielles

1.5. Profil chromatographique :

La meilleure carte d’identité quantitative et qualitative d’une HE reste cependant son profil
chromatographique. 1l permet de connaitre trés exactement sa composition chimique et de rechercher
des traces de produits indésirables (pesticides) ou d'éventuelles falsifications.

Le profil correspond a la liste des constituants sélectionnés parmi ceux qui sont representatifs et
caractéristiques d’une HE, accompagnée, pour chacun d’eux, de limites de concentration et,

éventuellement, des rapports entre concentrations.



Un constituant est dit représentatif lorsqu'il est présent dans tous les échantillons a une concentration
dont la dispersion statistique est sensiblement gaussienne (Gilly, 1997 ; Lis-Balchin, 2006).

1.6. Notion du Chémotype :

Le chémotype, également appelé chimiotype, permet de définir la ou les molécules biologiquement
actives majoritairement présentes dans I’HE (Duraffourd et Lapraz, 2002).

La mise en évidence du chémotype s’explique par le fait qu'une méme plante aromatique, définie
botaniquement, synthétise une essence qui sera biochimiquement différente en fonction du biotope
dans lequel elle se développe bien que leur morphologie ainsi que leur génétique ne soient pas
substantiellement transformées, seul leur phénotype chimique est mouvant. Cette notion de
chémotype est fondamentale en aromathérapie car les indications thérapeutiques qui découlent de ces
divers éléments chimiques peuvent étre différentes (Zhiri et Baudoux, 2005).

1.7. Propriétés physiques :

Liquides a température ambiante, les HE sont volatiles et ne sont que trés rarement colorées. Leur
densité est en général inférieure a celle de I’eau (exceptée pour celle du girofle et de cannelle). Elles
ont un indice de réfraction élevé et la plupart dévient la lumiére polarisée. Elles sont peu solubles
dans I’eau, solubles dans les alcools et dans la plupart des solvants organiques et des matieres grasses
qui lui servent d’excipients. Elles sont altérables et trés sensibles a 1’oxydation et doivent donc étre
conservées dans un flacon en verre teinté au bouchon étanche (Bruneton, 1999 ; Duraffourd et
Lapraz, 2002).

1.8. Voies d’administration :

Différentes voies d’administration peuvent tre distinguées :

- La voie olfactive ou les molécules aromatiques sont captées par 1’épithélium olfactif pour étre
transmises au cerveau émotionnel et ou chaque odeur est lue comme plaisante ou déplaisante,
attirante ou repoussante.

- La voie cutanée ou les HE sont facilement absorbées par la peau en raison de leur grande affinité
pour les lipides. Pour cela, il est possible d'incorporer les HE dans les créemes, gels et huiles
végétales.

- La voie orale qui est une voie majeure dans le cadre des traitements sérieux.

- Les voies rectale et vaginale via des suppositoires, recommandées surtout en pédiatrie afin de court-
circuiter le systeme digestif (Belaiche, 1979 ; Lardry et Haberkorn, 2007 ; Festy, 2008; Grosjean,
2011).

1.9. Toxicité :
Alors que de nombreux ouvrages font référence a la toxicité de nombreux produits

phytopharmaceutiques, celle des HE est moins investiguée. Les interactions de ces produits avec les
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médicaments sont aussi peu mentionnées. On trouve cependant quelques informations sur les

toxicités suivantes :

1.9.1. Toxicité par ingestion :
La toxicit¢ d’une HE peut étre fixée par la détermination de la Dose Létale 50 (DL50). Les HE
d’usage commun ont une toxicité par voie orale faible avec des DL50 supérieure a 5 g/kg sauf pour la
sarriette et ’origan (DL50 = 1.4 g/kg). D'autres ont une DL50 inférieure a 1g/kg (boldo = 0.13 g/kg ;
moutarde = 0.34 g/kg; basilic, estragon et hysope = 1.5 ml/kg) tandis que la toxicité chronique est
assez mal connue (Bruneton, 1999;Roux, 2008).

1.9.2. Toxicité dermique :
Le thym, I’origan et la sarriette sont connus pour leur pouvoir irritant, 1’angélique et la bergamote

sont photo sensibilisantes alors que la cannelle est dermocaustique et allergisante (Martini, 2011).

1.9.3. Toxicité selon la composition :
Une utilisation prolongée des essences a thuyones (thuya, absinthe, sauge officinale) est
neurotoxique. En effet, ces substances cétoniques induisent des troubles psychiques et sensoriels.
D’autres monoterpénes sont toxiques a fortes doses : camphre, menthol, cinéol et anéthol. Les
phénols sont dermotoxiques et hépatotoxiques. Elles brulent la peau et détruisent les cellules
hépatiques (Mathieu et Fonteneau, 2008).

1.10. Domaines d’utilisation des Huiles essentielles :
La composition chimique des HE confére a ces extraits aussi bien des propriétés odorantes et
aromatiques qu’antimicrobiennes. Ces caractéristiques offrent des débouchés importants dans de

nombreux domaines.

1.10.1. Aromathérapie :

Branche de la phytothérapie, I’aromathérapie a acquis ses lettres de noblesse et est devenue une
thérapeutique a part entiére. Si I’on se réfeére a 1’acception étymologique et moderne du terme,
I’aromathérapie se définit comme: « le traitement, a titre préventif ou curatif, des maladies physiques
et psychosomatiques par les “aromes végétaux” : les huiles essentielles et les essences extraites des
plantes odoriférantes qui posseédent des vertus médicinales sont administrées par les différentes voies
compatibles avec leur nature huileuse ».

Les HE different fondamentalement des antibiotiques qui sont par définition des substances mortes,
hostiles a la vie et perturbatrices des métabolismes naturels vitaux. Au contraire, les HE sont des
«eubiotiques» dépourvus d’effets secondaires, qui améliorent le terrain et «participent a la vie» en

favorisant une profonde revitalisation de I’organisme (Zhiri et Baudoux, 2005).
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Actuellement, un retour trés net aux HE pour la desinfection et le traitement des maladies
infectieuses a été signalé.Ce retour est stimulé par le danger que représente 1’usage de certains ATB.
Les HE ont une efficacité durable sans aucune résistance contrairement aux ATB. Deux recepteurs
offrent un abord évident quant a la puissance des huiles : la peau et la sphere oto-rhino
laryngologique et broncho-pulmonaire (Franchomme, 1981). Cette efficacité est due au fait qu’elles
contiennent plus de 20 molécules actives différentes, tandis que dans le médicament de synthése, on
ne peut évaluer les interactions de plus de trois molécules. Les HE ont donc une action globale, un «
large spectre » sur I’ensemble de la physiologie.

Si beaucoup de monde limite 1’aromathérapie a la lutte anti-infectieuse, plusieurs études attribuent
aux HE de nombreuses propriétés thérapeutiques. Beaucoup soulageront diverses douleurs (action
anti-inflammatoire, antalgique, antispasmodique). Certaines possedent des propriétés stimulantes et
ré-equilibrantes de grandes fonctions : détoxication par stimulation de I'élimination des déchets,
régulation des systemes hormonaux et nerveux, de la digestion, de la circulation, etc.

Mais il serait dommage de restreindre 1’utilisation des HE sur le plan physique et de ne voir en elles
qu’une action moléculaire. C’est sur ce plan psychologique qu’il reste sans doute le plus a découvrir
au sujet des HE (Lis-Balchi, 2006 ; Edris, 2007 ; Festy , 2008 ; Steflitsch et Steflitsch, 2008 ;
Aiache et al., 2011).

1.10.2. Médecine dentaire :
Plusieurs HE ont donné des résultats cliniques trés satisfaisants dans la désinfection de la pulpe
dentaire et les infections oropharyngées (Pellecuer et al., 1980).
En médecine dentaire, I’exemple le plus couramment utilisé est la listerine: solution constituée d’HE
de thymol et d’eucalyptol utilisée pour le lavage de la cavité orale et des dents et qui posséde une
activité bactéricide sur les microorganismes de la salive et de la plaque dentaire (Lamendin et al.,
2004 ; Lamendin, 2008).

1.10.3. Utilisation en aéro-ionisation et désinfection des ambiances :
Etant volatiles, les HE sont utilisées en tant qu’agents de préservation pour le controle de I’hygiéne
de I’air des systemes de climatisation, notamment dans le milieu hospitalier, entrainant un effet
bénéfique au niveau de la qualité de 1’air (De Billerbeck et al., 2002).
En milieu hospitalier, 1’assainissement de 1’atmosphere d’une piece est réalisé par la diffusion des
HE. C’est un procédé permettant de répandre un brouillard (microgouttelettes d’HE) de molécules
actives potentiellement antibactériennes, antivirales et immunostimulantes.  Cette diffusion

atmosphérique s’effectue a I’aide de diffuseurs adaptés.
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1.10.4. Industrie agroalimentaire :
Depuis peu, les industriels ont souhaité I'utilisation d’HE comme conservateurs, au détriment des
molécules de synthese classiques couramment utilisées, telles que les parabenes. Plusieurs travaux
ont montré que les HE de thym, de cannelle, d’origan et d’autres plantes aromatiques ont un effet
inhibiteur sur la croissance et la toxinogenese de plusieurs bactéries et champignons responsables
d’infections alimentaires (Hulin et al., 1998 ; Burt, 2004 ; Dorman et Deans, 2000).

1.10.5. Industries pharmaceutiques

L’intérét des HE dans 1’industrie pharmaceutique s’agrandit avec de nouvelles perspectives de les
utiliser comme principes actifs (Bardeau, 2009).

Ce sont principalement les propriétés antiseptiques et antifongiques qui sont reconnues. Différentes
spécialités pharmaceutiques sont sur le marché. La tendance actuelle serait 1’utilisation bénéfique de
cette activité antiseptique. Des travaux récents soulignent 1’apport bénéfique des HE face aux
infections nosocomiales bactériennes dont les souches sont résistantes aux antibiotiques utilises
traditionnellement.

De nombreuses HE, comme les huiles de cannelle, de piment, de laurier et d’origan, présentent un

pouvoir antioxydant (Edris, 2007).

1.10.6. Parfumerie et cosmétologie :
Un grand nombre d’HE est utilisé dans I’¢laboration de la majorité des parfums et produits de
toilette. Ces essences servent a préserver ces cosmétiques grace a leur activité antiseptique et

antioxydante tout en leur assurant une odeur agréable (Aquino, 2002; Martini, 2011).

1.11. Procédés et équipements d’extraction des huiles essentielles :

1.11.1. Extraction par entrainement a la vapeur d’eau :
Dans ce systeme d’extraction, le matériel végétal est soumis a 1’action d’un courant de vapeur sans
macération préalable (Figure 3a). Les vapeurs saturées en composés volatils sont condensées puis
décantées dans 1’essencier avant d’étre séparées en une phase aqueuse (HA) et une phase organique
(HE). L’absence de contact direct entre 1’eau et la matie¢re végétale, puis entre 1’eau et les molécules
aromatiques évite certains phénomeénes d’hydrolyse ou de dégradation pouvant nuire a la qualité de

I’huile (Walton et Brown, 1999; Janardhanan, 2004 Raaman, 2006).

1.11.2. Extraction par hydrodistillation :
Elle consiste a immerger la matiere premiere dans un bain d’eau et I’ensemble est porté a ébullition.
Elle est généralement conduite a pression atmosphérique. De plus, ces procédes présentent des

inconvénients dus principalement a I’action de la vapeur d’eau ou de 1’eau a I’ébullition, certains
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organes végétaux, en particulier les fleurs, sont trop fragiles et ne supportent pas les traitements par

entrainement a la vapeur d’eau et par hydrodistillation (Garnéro, 1996 ; Raaman, 2006).

1.11.3. L’extraction assistée par micro-ondes
L’avantage de ce procédé est de réduire considérablement la durée de distillation et incrémenter le
rendement. Toutefois, aucun développement industriel n’a été réalisé a ce jour.
La distillation assistée par microonde (Figure 3b) fait aujourd'hui I'objet de beaucoup d'études et ne
cesse d'étre améliorée parce qu’elle présente beaucoup d'avantages : technologie verte, économie
d'énergie et de temps, investissement initial réduit et dégradations thermiques et hydrolytiques
minimisées (Lahlou, 2004; Lucchesietal., 2004; Chemat et al., 2013).

1.11.4. Expression a froid :
La technique est réservée a 1’extraction des essences volatiles contenues dans les péricarpes
d'agrumes en déchirant ces derniéres par un traitement mécanique. Elle consiste a rompre ou dilacérer
les parois des sacs oléiféres contenus dans le mésocarpe situé juste sous 1’écorce du fruit, I’épicarpe,

pour en recueillir le contenu qui n’a subi aucune modification (Bruneton, 1999).

1.11.5. Extraction par solvant organique :
L’extraction est réalisée avec un appareil de Soxhlet ou un appareil de Lickens-Nickerson. Ces
solvants ont un pouvoir d'extraction plus élevé que I'eau si bien que les extraits ne contiennent pas
uniquement des composes volatils mais également bon nombre de composés non volatils tels que des

cires, des pigments, des acides gras et bien d'autres substances.

1.11.6. Extraction par fluide a I’état supercritique :
La SFE est une technique dite « verte » utilisant pas ou peu de solvant organique et présentant
I’avantage d’étre bien plus rapide que les méthodes traditionnelles, en offrant également la possibilité
de manipuler la composition de I’extrait. Les compositions chimiques des huiles essentielles ainsi
obtenues peuvent présenter des différences qualitatives et quantitatives avec celles issues de
I’hydrodistillation( Yang et al., 2007; Leszczynska, 2007).

1.12. Controle de qualité et normalisation :

L’importance et le développement du marché des HE s’expliquent par le nombre et la diversité des
domaines d’application de ces extraits. Ils induisent aussi la nécessité de proposer des méthodes de
contréle analytique garantissant leurs caractéristiques.

C’est pourquoi, ces extraits font 1’objet de nombreuses analyses dont les objectifs principaux sont la

caractérisation des substances composant I’HE ou la découverte de nouvelles molécules, mais
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également le controle qualité et la recherche d’adultération dans un milieu ou la fraude est tentante,
notamment a cause des enjeux économiques.

Les nombreux parameétres intervenant dans la composition des HE ont amené les organismes de
normalisation a imposer un certain nombre de regles qui concernent principalement les
caractéristiques physico-chimiques, les propriétés organoleptiques, le profil chromatographique et la
quantification relative des différents constituants (AFNOR, 2000).

Les méthodes de deétermination des caractéristiques physico-chimiques a utiliser sont décrites avec
précision dans le recueil de normes publiées par I'Association Francaise de Normalisation (AFNOR,

2000), elles-mémes identiques aux normes internationales de I'lSO.

Les points de contrbles a effectuer pour se prémunir de la falsification des HE concernent I’origine
géographique, D’espéce botanique, 1’organe producteur (feuilles, fleurs, fruits, écorces...), les
caractéristiques organoleptiques (couleur, odeur, densité et indice de réfraction). En plus de ces
points de contrdle, on peut conclure que la meilleure carte d’identité quantitative et qualitative d’une
HE se base sur le profil chromatographique en phase gazeuse.ll permet de connaitre exactement la
composition chimique et de chercher d’éventuelles traces de produits indésirables tels les pesticides

ou des produits chimiques ajoutés (Dris et Jain, 2004).
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Chapitre 2
Monographie de la plante étudiée : Thymus vulgaris

2.1. Historique et description botanique :

Depuis longtemps, le Thym a toujours accompagné la vie quotidienne des humains, tant pour ses
usages médicaux et cosmétiques que culinaires. Les sumériens et les égyptiens de 1’antiquité
I’utilisaient pour embaumer leurs morts (processus de momification). Chez les romains, on faisait
briler du Thym pour purifier 1’air et éloigner les animaux nuisibles. Le nom Thym provient du mot
Grec « thymos » qui veut dire odeur, et a ce titre le Thym est trés largement utilisé en qualité de
plante aromatique, en particulier dans la cuisine mediterranéenne en tant que condiment (Richard,
1985).

Le Thym est une plante vivace rampante (Figure 4), a tres petites feuilles persistantes et
odoriferantes, utilisées comme aromates. C’est un sous-arbrisseau vivace a tiges gréles. Il se
multiplie au printemps par semis, par bouturage ou par division des touffes. Il s’accommode de tous
les terrains, mémes humides. L’exposition au soleil est recommandée, car il a besoin de lumiére et de
chaleur.

Thymus vulgaris L. est un arbuste aromatique a tiges ramifiées, pouvant atteindre 40 cm d’hauteur. 11
posséde de petites feuilles recourbées sur les bords de couleur vert foncés, et qui sont recouvertes de
poils et de glandes (appelés trichome). Les trichomes contiennent ’HE majoritairement composée de
monoterpenes. Ses petites fleurs zygomorphes sont regroupées en glomérules et leur couleur varie du

blanc au violet.

2.2. Classification

Le Thym appartient a la famille des Lamiacées. C’est I’une des familles botaniques les plus utilisées
comme source mondiale d’épices et d’extraits a fort pouvoir antioxydant et antibactérien. Elle
regroupe entre 200 et 250 genres et entre 3200 et 6500 especes (Richard, 2006).

Thymus est I’'un des huit genres les plus importants en ce qui concerne le nombre d’espéces chez la
famille Labiatae, bien que le nombre d’espéce de ce genre change selon le point de vue
taxonomique ; si nous adoptons un caractere synthétique, il comporte plus de 200 especes(Morales,

1997).Selon la classification d’Engler (1924), le Thym appartient au :
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Tableau 1 : Classification botanique du Thym

Régne Plante
Embranchement Spermaphyte
Sous embranchement Angiosperme
Classe Magnoliopsida
Sous classe Métaclamydées
Ordre Tubiflorale
Famille Lamiacées
Sous famille Stachyoidea
Genre Thymus
Espéce Thymus vulgaris
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: Aspects botanique (images.google.fr)

Figure 4 : Thymus vulgaris
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2.3. Variabilité et origine
Le genre Thymus est a détermination toujours délicate en raison de 1’extréme variabilité des espéces
et des hybridations interspécifiques (Quezel et Santa, 1963). Environ 110 espéces différentes du
genre Thymus se concentrent dans le bassin méditerranéen. En Europe, il existe plus de 40 espéces
différentes. C’est pour cela que 1’on peut considérer la région méditerranéenne comme le centre de ce
genre (Nickavar, 2006).

2.4. Répartition géographique

Dans le monde
Il existe prés de 350 espéces de thym réparties entre 1I’Europe, 1’Asie de ['ouest et la
méditerranée.C’est une plante trés répandue dans le Nord-Ouest africain (Maroc, Tunisie, Algérie et
Libye) (Figure 5). Elle pousse également sur les montagnes d’Ethiopie et d’Arabie du Sud-Ouest en
passant par la péninsule du Sinai en Egypte. On peut la trouver également en Sibérie et méme en
Himalaya (Dob, 2006) (Annexe2).

Figure 5: Répartition du Thym dans le monde (Stahl, 1991).

En Algérie
Pour I’Algérie, Quezel et Santa 1963, décrivent 12 especes de Thym dont 9 sont endémiques a
I’ Algérie et a I’ Afrique du Nord (Quezel et Santa, 1963).
Le genre Thymus inclut environ 300 espéces a travers le monde dont 11 localisées en Algérie et 9
d’entre elles sont endémiques.Ces especes sont réparties du Nord algérois a I’ Atlas saharien, et du

Constantinois a I’Oranais (Kabouche, 2005).
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2.5. Composition chimique de Thym

La botanique de la plante a partir de laquelle on distille I’HE est la partie aérienne. Mais tres
généralement, 1’essence est extraite a partir de deux organes principaux a savoir : les fleurs et
feuilles.

La variabilité chimique des HE du Thym dépend de plusieurs facteurs, qui généralement sont d’ordre
climatique et environnemental, mais ils peuvent étre aussi d’ordre génétique et saisonnier (stade
végétatif). C’est ainsi qu’une étude sur le Thym d’Afrique du Nord a démontré que le composé
majoritaire était le thymol chez les espéces d’ Algérie et du Maroc, et le carvacrol chez les espéces de
Tunisie (Dob, 2006).

2.6. Utilisations

Le Thym a plusieurs utilisations (Festy, 2008), parmi lesquelles on peut citer :

- Confection de savons, cosmétiques divers et détergents.

- usage reconnu pour soulager les symptdmes de la bronchite, inflammation des voies respiratoires,
traiter la stomatite, troubles gastro-intestinaux et les blessures cutanées légeres.

- aromatiser et donner la saveur a quelques aliments : viande, conserve, sauce, condiment, ...etc.

- le Thym produit un miel distinctif qui commence a trouver des marchés de place en Europe et en
Asie.

2.6.1. Activité antioxydante
Récemment, il a été observé que le Thym a une activité antioxydante. Cette propriété est due
essentiellement a la présence de composés phénoliques naturels (Ramarathnam et al., 1995).
En effet, les herbes culinaires séchées tels que le Thym et 1’Origan contiennent des concentrations

trés élevées en antioxydants (dépassant les 7,5 mmol.g™) (Dragland et al., 2003).
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Chapitre 3

Activité antimicrobienne des huiles essentielles

3.1. Historique

Empiriquement reconnues depuis des siccles, la confirmation scientifique de 1’activité
antimicrobienne des huiles essentielles est récente. Elle ne date que du début du siécle dernier avec
les travaux du Dr Gattefossé, le pére de I’aromathérapie en France. Depuis ce temps, 1’utilisation des
huiles essentielles s’est développée jusqu’a devenir depuis plus d’une vingtaine d’années, une
sérieuse alternative a la médecine des antibiotiques dans les pathologies infectieuses.

De nombreuses études traitent de 1’activité antimicrobienne des huiles essentielles, qu’elles soient
citées dans des ouvrages, dans des journaux speécialisés de microbiologie ou présentées lors de

congrées d’aromathérapie scientifique.

3.2. Activité antibactérienne

3.2.1. Détermination des concentrations minimales inhibitrices et des concentrations minimales
bactericides

Il est nécessaire de définir, pour caractériser I’activité antimicrobienne d’un composé, des paramétres
simples. Pour I’activité antibactérienne, le plus courant est la « Concentration Minimale Inhibitrice »
(CMI) qui peut étre déterminé par contact direct en milieu gélosé ou en milieu liquide. Elle
correspond a la concentration nécessaire pour inhiber totalement la croissance d’un nombre
déterminé de germes apres un temps d’incubation donné (Hulin et al., 1998).

Fréquemment, la CMI n’est pas totalement bactéricide et une partie de I’inoculum est capable de se
développer aprés disparition du composé inhibiteur. Ceci a amené a définir un autre paramétre : la
« Concentration Minimale Bactéricide » (CMB), parfois appelée aussi «létale » (CML). Elle
correspond a la concentration en agent inhibiteur nécessaire pour que 1’activité bactéricide soit totale
sur un inoculum donné aprés un temps bien déterminé. Elle est estimée en milieu liquide par

I’évaluation des survivants apres élimination du composé inhibiteur (Davidson et Parish, 1989).

3.2.2. Bactéricidie et bactériostase

A la maniére des agents chimiques, on distingue deux sortes d’effets des HE sur les
microorganismes : une activité Iétale (bactéricidie) et une inhibition de la croissance (bactériostase).
L’activit¢é des HE est souvent assimilée a une activité bactériostatique. Cependant les études
suivantes ont montré que certains constituants chimiques des HE ont des proprieteés bactéricides
(Kunle etal., 2003, Carson et Riley, 1995, Lambert et al., 2001, Walsh et al., 2003) et fongicides
(Hammer et al., 2003).
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Plus spécifiquement, plusieurs études ont montré 1’apparition de fuites d’ions potassium K* de
cellules microbiennes (Escherichia coli et Staphylococcus aureus) en contact avec du Tea-tree
(Melaleucaalternifolia). Il s’agit de la toute premiére indication de dégats irréversibles au niveau de
la membrane. Des composés isolés tels le thymol et le carvacrol rendent la membrane des bactéries
perméable, prémices de leur mort (Helander et al., 1998; Lambert et al.,2001). La faculté de
perturber la perméabilité de la cellule membranaire, accompagnée de la perte de I’osmose chimique
sont bien la preuve d’une activité 1étale de certaines HE (Cox et al., 2000).

Une revue des Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) et des Concentrations Minimales
Bactéricides (CMB) pour 4 variétés de thym portant sur 14 souches bactériennes (dont
Staphylococcus aureus) a montré que dans la majorité des expériences, les valeurs des CMI sont
identiques aux CMB. Ceci indique que les HE incriminées sont bactéricides (Cosentino et al., 1999).

3.2.3. Souches microbiennes

La sensibilité des microorganismes peut varier selon le germe testé car une HE peut étre biocide vis-
a-vis de certaines souches, bactériostatiques vis-a-vis d’autres ou n’avoir aucun effet (Hermal,
1993). C’est pour cela qu’il est important de mentionner la dénomination compléte ainsi que le Gram
des microorganismes ainsi que 1’espéce botanique et le chémotype de I’huile essentielle (Pibiri,

2006).

3.2.4. Role de la méthode dans la détermination de I’activité

Selon la littérature, la diffusion sur gélose et la dispersion en microatmosphéres mettent en évidence
I’activité biostatique (Hermal, 1993), et les mélanges en bouillon nutritif, 1’activité biocide
(Sarbach, 1962). Mais des études récentes se sont affranchies de la méthodologie et des essais

gélosés peuvent aussi bien démontrer des effets biocides (Sivropoulou etal., 1996).

3.2.5. Association d’huiles essentielles
Les effets antimicrobiens des associations d’HE, comme pour les associations d’antibiotiques, sont
définies selon quatre interactions possibles :
o Indifférence : I’activité d’une huile essentielle n’est pas affectée par 1’autre.
o Addition : I’effet de 1’association est égal a la somme des effets de chaque huile essentielle
étudiée isolément, a la méme concentration que dans 1’association.
o Synergie : I’effet est significativement supérieur a la somme de chaque huile essentielle étudiée
isolément, a la méme concentration.
e Antagonisme : I’association diminue I’activité de ['une ou I’autre des huiles essentielles. Elle est

inférieure a la somme des effets de chaque huile essentielle prise separément.
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3.2.6. Activité liée a la composition chimique

L’activité biologique d’une HE est & mettre en relation avec sa composition chimique, les groupes
fonctionnels des composés majoritaires (alcools, phénols, composés terpéniques et cétoniques) et les
possibles effets synergiques entre les composants. Ainsi la nature des structures chimiques qui la
constituent, mais aussi leurs proportions jouent un réle déterminant.

L’activité des HE est souvent réduite a I’activité de ses composés majoritaires, ou ceux susceptibles
d’étre actifs. Evalués séparément sous la forme de composés synthétiques, ils confirment ou
infirment 1’activité¢ de I’huile de composition semblable. Il est cependant probable que les composés
minoritaires agissent de maniére synergique. De cette maniére, la valeur d’une huile essentielle tienne
a son « totum », c’est & dire dans 1’intégralitéde ses composants et non seulement a ses composés
majoritaires (Lahlou, 2004).

Les molécules réputées actives sont des terpénoides, car les hydrocarbures saturés et les acétates
ionigues sont inactifs, par la nature méme de leur faible capacité de liaisons hydrogéne et de leur
faible solubilité (Griffin et al.,1999). L’effet des terpénoides sur des membranes bactériennes isolées
suggere que leur activité est fonction des propriétés lipophiles des constituants terpéniques, la nature
des groupes fonctionnels, leur solubilité en phase aqueuse et la stéréochimie de la molécule (Dorman
et Deans, 2000).

Les composes chimiques de plus grande efficacité et a plus large spectre sont des phénols (thymol,
carvacrol et eugénol) des alcools, (a-terpinéol, terpinen-4-ol, linalool), des aldéhydes, des cétones et
plus rarement des terpénes (Cosentino etal ., 1999; Dorman et Deans, 2000, Valero et Salmeron,
2003).

3.2.7. Méthodes de détermination de I’activité

L’examen des données bibliographiques fait apparaitre d’emblée la diversité des méthodologies
utilisées pour mettre en évidence 1’activité antimicrobienne des HE. L’insolubilité des huiles dans
’eau et d’'une maniére générale dans les milieux aqueux largement utilisés en microbiologie, est une
explication de la variété des techniques.

Selon la souche microbienne, I’HE et I’application choisie, divers milieux de culture peuvent étre mis
en ceuvre. Les différents protocoles peuvent ainsi étre classés :

selon le milieu dans lequel se fait la diffusion de I’huile, soit liquide, solide ou gazeuse,

selon la nature du contact de I’huile avec le germe : diffusion sur disque, solution alcoolique ou
dispersion dans un émulsionnant.

Ces différentes techniques sont répertoriés et décrites dans différentes publications (Zaika, 1988;
Lahlou, 2004, Arnal-Schnebelen et al., 2004, Lin et al., 2005, Singh et al., 2006).

23



LA PARTIE EXPERIMENTALE
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Chapitre 4
Matériel et Méthodes

Notre étude s’est étalée sur une période de 3 mois, d’Avril jusqu'a Juin 2013. Les différentes
expérimentations ont éte effectuées dans les structures suivantes :
» Laboratoire de bactériologie de 1’établissement publique hospitalier de Boufarik, Blida.

» Laboratoire de chimie organique de la faculté de chimie de ’'USTHB, Alger.

4.1. Matériel :
4.1.1. Matériel végétal : Collection et préparation

Nous avons utilisé la partie aérienne fraiche de Thymus vulgaris(feuilles et tiges) récoltée au
niveau de la région de Larbaa (wilaya de Blida). La collecte a été faite le matin a la fin du mois
d’Avril 2013pour I’extraction des essences aromatiques a 1’échelle du laboratoire. La quantité de la
matiére fraiche utilisée est environ (1Kg).
L’identité, la nomenclature et la systématique de la plante ont été confirmées au niveau du Jardin

d’Essais d'El Hama (Alger) en comparaison avec des spécimens déposés dans I'herbier.

4.1.2. Souches microbiennes étudiées

Pour mettre en évidence le caractére antimicrobien de 1’huile essentielle, nous avons utilisé 15
souches bactériennes et 5 souches fongiques (Tableau 2). Certaines souches sont de référence ATCC
(American Type Culture Collection) et d’autres ont été isolées cliniquement.

Les souches bactériennes entretenues par repiquage sur gélose nutritive favorable a leur croissance
pendant 24 heures a 37°C et par la suite ensemencées dans de I’eau physiologique pour 1’obtention

des suspensions microbiennes.
4.1.3. Milieux de culture

Nous avons principalement utilisé la gélose Muller-Hinton (MH), la Gélose Nutritive (GN) ainsi que
la gélose Sabouraud au chloramphénicol (SAB).
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Tableau 2 : Souches bactérienne et fongique utilisées pour 1’évaluation de 1’activité antimicrobienne.

Souches microbiennes Origine
Gram +
Staphylococcus aureus ATCC6538
Staphylococcus aureus Pus
Staphylococcus aureus ECBU

Staphylococcus aureus
Enterococcus spp.

Gram -

Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Escherichia coli(Ecl)

E. coli

E. coli

Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Serratiaspp.
Acinetobacter baumanii
Salmonella typhimurium
Champignons
Aspergillus flavus
Aspergilusterrus
Penicillium spp.

Candida albicans

Candida parapsilosis

Hémoculture

ECBU
ATCC 9027
ATCC 4157

ECBU

Infection urinaire
Pus
Infection urinaire
Pus

Hémoculture

Air
Air
Air
Pus de gorge
Ongle

ATCC : American Type Culture Collection; ECBU: Examen Cytobactériologique des Urines ; (-) non spécifié.

4.2. Méthodes :
4.2.1. Protocole d’extraction de I’huile essentielle : Hydrodistillation
Afin de mettre en place un protocole applicable a I’extraction des essences aromatiques et de

I’optimiser tout en conservant la qualité de I’huile extraite, nous avons opté pour I'hydrodistillation eu
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égard des multiples avantages qu'elle offre vis-a-vis de l'entrainement a la vapeur d'eau (non

étanchéité du dispositif conduit a des pertes de rendement).

4.2.2. Extraction des huiles essentielles :
L’hydrodistillation de I’'HE du Thym a été accomplie a 1’aide d’un dispositif de type Clevenger

(1928). Le montage utilisé est présenté dans la figure 6.

Figure 6 : Montage de ’appareil de Clevenger (1928)

1 : Calotte chauffante ; 2 : Ballon de 2 litres (eau + matiére végétale) ; 3 : Colonne en verre ; 4 : Réfrigérant ; 5 : Robinet
réglable ; 6 : Support métallique ; 7 : Entrée eau froide ; 8 : Sortie eau chaude.

La procédure d’extraction se résume a porter a ébullition une quantité de 100gde materiel vegétal
séche pendant 2h avec 700mL d’eau distillée dans un ballon de 1 litre surmonté d’une colonne de
60cm de longueur reliée a un réfrigérant tout en s’assurant de 1’étanchéité de I’appareillage.

Ce systeme permet d'effectuer des prélévements horaires sur les phases aqueuse et organique destinés
aux mesures de la cinétique d'hydrodistillation. Un simple robinet au bas permet de recueillir I’'HE a

la fin de la réaction.

4.2.3. Isolation des huiles essentielles :
La vapeur condensée obtenue conduit a deux phases :

- une phase organique (huile essentielle) qui est séparée de 1’eau par simple décantation et a
laquelle on ajoute du sulfate de magnésium (MgSQ,) pour éliminer les traces d’eau. L'efficacité de
cette opération peut étre accrue par une étape préalable de relargage (adjonction du chlorure de

sodium) qui permet une bonne séparation entre les 2 phases non miscibles en diminuant la solubilité
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des HE dans I'eau. La quantité d’essence obtenue est alors pesée pour le calcul du rendement. Aucun
solvant organique n’est utilisé au cours de ce protocole.

- une phase aqueuse (eau aromatique ou hydrolat) qui contient une quantité non négligeable
d’essence soit sous forme solubilisée ou sous forme de fines gouttelettes dispersées.
4.2.4. Calcul du rendement en huile essentielle :
On définit le rendement en huiles essentielles comme étant le rapport entre la masse de I’huile
récupérée (Mye) a la masse de la matiére végétale séché (MS) ou humide (MH), exprimé dans les
méme unités de masse. Le rendement (R) en huile essentielle, exprimé en pourcentage est donné par
la relation suivante :

R % = Mye / MS *100

Par ailleurs I’expression (1) est la plus couramment utilisée car elle fait intervenir un parametre
important lié¢ a la matiére végétale qui est le taux d’humidité.
Ainsi, les HE seront conservées au réfrigérateur (4°C) dans des récipients étanches jusqu’a leur

nouvelle utilisation.

2.2.5. Etude analytique de I’huile essentielle:
Les nombreux parameétres intervenant dans la composition des HE ont amené les organismes de
normalisation a édicter un certain nombre de régles qui concernent les propriétés organoleptiques,

physico-chimiques et le profil chromatographique.

a) Propriétés organoleptiques de I’huile essentielle:
Les différentes caractéristiques organoleptiques (aspect, couleur, odeur) de 1’essence du Thymus

vulgaris ont été notees.

b) Mesure des grandeurs physiques :

- Détermination de la densité relative a 20°C (d?°) : (AFNOR, 2000)

C’est le rapport de la masse d’un certain volume d’une huile essentielle a 20°C, a la masse d’un
volume égal d’eau a 20°C. Elle constitue un point de repere important.

Mode opératoire et calcul :

Les méthodes homologuées prévoient I’utilisation d’un pycnomeétre ou d’un densimeétre automatique
pour la mesure de cette constante. Or dans notre pratique courante et par manque d’une quantité
suffisante d’HE, nous étions dans 1’obligation de procéder par une méthode de routine qui consistait a
prélever par une micropipette un volume de 1 ml et de le peser avec une balance analytique de

précision en prenant en considération le coefficient de correction de température :
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d® = (m HE / m H20) + (0,00073 * (T° échant - 20))

Ou m : la masse en gramme.

- Détermination de I’indice de réfraction : (AFNOR NF ISO 280 : 1999 (75-112))
C’est le rapport entre le sinus des angles d’incidence et de réfraction d’un rayon lumineux de

longueur d’onde déterminée, passant de I’air dans I’HE maintenue a une température constante.

Mode opératoire et calcul :

Régler le réfractomeétre en mesurant 1’indice de réfraction de 1’eau distillée qui doit étre de 1,333 a
20°C. Apres ouverture du prisme secondaire nous déposons 2 gouttes d’HE sur la partie centrale du
prisme principal et nous fermons ensuite doucement le prisme secondaire ce qui permettra a I’HE de
s'étaler entre les prismes principal et secondaire en un film mince.

La lecture de la mesure s’effectue a une température stable et cette valeur sera modifiée suivant le
changement de température.

L’indice de réfraction IR, a la température de référence t, est donné par 1’équation suivante :

(IR) = n t* + 0,0004 (t-t)

Ou nt : valeur de lecture, obtenue a la température t’, a laquelle a été effectuée la détermination.

2.2.6. Analyses chromatographiques de la fraction aromatique :

a) Principe de la CG-SM :

Le spectrometre de masse couplé a un chromatographe en phase gazeuse permet d’identifier et de
quantifier les constituants d’un mélange de molécules volatiles.

En soumettant une HE a la CG-SM, nous déclenchons un processus a plusieurs étapes :

- ionisation des molécules qui se volatilisent sous 1’effet de la haute température.

- accélération des ions formés qui se dirigent vers le dispositif de séparation.

- séparation des ions et leur distribution suivant leur rapport masse /charge et leur détection.

- traitement du signal : le signal de sortie de I’appareil conduit au spectre de masse qui constitue la
représentation conventionnelle de I’abondance des ions en fonction de leurs rapports m/z.

La comparaison informatique du spectre d’un pic inconnu avec une ou plusieurs « librairies » de
référence permet son identification. Ce couplage augmente considérablement la quantité et la qualité

des informations obtenues.

- Conditions opératoires de la CG-SM :
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Les analyses chromatographiques des HE ont été effectuées sur un chromatographe en phase gazeuse
type Hewlett-Packard (6890) couplé avec un spectromeétre de masse (HP 5973).

La fragmentation est effectuée par impact électronique a 70eV. La colonne utilisée est une colonne
capillaire HP-5MS (30mx0,25mm), I’épaisseur du film est de 0,25um. La température de la colonne
est programmée de 50 a 250°C a raison de 4°C.min-1. Le gaz vecteur est I’hélium dont le débit est
fixé a 1,5 ml.min-1. Le mode d’injection est du mode split (rapport de fuite : 1/70). L’appareil est
relié a un systéme informatique gérant une bibliothéque de spectre de masse NIST 98 et piloté par un

logiciel « HP ChemStation » permettant de suivre I’évolution des analyses chromatographiques.

Identification des constituants :

L’identification des constituants a été faite sur la base de la comparaison de leurs indices de rétention
avec ceux des composés de référence de la littérature. Une confirmation est apportée a l'aide des
spectres de masse en comparaison avec ceux des composés standard de la banque de données
informatisée (NIST 98).

La préparation de la table des n-alcanes pour la mesure des indices de Kovats des composées
identifiés dans I’huiles essentielle a été faite comme suit : Solution des n-alcanes de Cg a Cy (Origine:
Aldrich et FlukaChemicals) a 5% dans le pentane. Soit 0,1 g de chaque alcane dans 20 ml de pentane,
conservé au réfrigérateur. L’identification des composés a été effectuée par comparaison de leurs
indices de rétention (indices de Kovats) et des spectres de masse ions-fragments caractéristiques
obtenus expérimentalement a ceux cités dans la littérature et/ ou inventoriés dans les banques de
librairies spectrales (Wiley7, Nist 2002).

Les indices de Kovats (IK) sont calculés selon la formule suivante :

IK=100n+ 100 * (TRc - TR/ TRn+1 — TRy)
n: Nombre d’atomes de carbone de I’alcane élué avant le compose;
TRc : Temps de rétention du compose ;
TR, : Temps de rétention de 1’alcane a n atomes de carbone élué avant le compose ;

TRp+1 : Temps de rétention de 1’alcane a n+1 atomes de carbone élué aprés le composé.

2.2.7. Etude de I'activité antimicrobienne des HE:

La recherche de I’activité antimicrobienne et antifongique consiste a estimer 1’inhibition de la
croissance des micro-organismes soumis en contact avec I’HE du Thym. Dans ce test, deux méthode
ont été effectuées : Aromatogramme (technique en milieu solide) et Micro atmosphére (méthode en

phase vapeur).

2.2.7.1. Technique en milieu solide : Méthode des aromatogrammes
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Cette méthode utilisée par certains auteurs (Benjilali et al, 1986 ; Satrani et al, 2007) est la
technique que nous avons utilisée pour évaluer dans un premier temps l'activité antimicrobienne de
I’HE du Thym.

L’aromatogramme est basée sur une technique utilisée en bactériologie médicale, appelée
antibiogramme ou méthode par diffusion en milieu gélosé ou méthode des disques. Elle a I’avantage
d’étre d’une grande souplesse dans le choix des produits a tester, de s’appliquer a un trés grand
nombre d’espéces bactériennes et d’avoir été largement évaluée par 50 ans d’utilisation mondiale.
Cette technique, inspirée de celle des antibiogrammes, a été généralisée aux HE issues de
I'nydrodistillation de la plante. Elle repose sur le pouvoir migratoire par diffusion des HE a ’intérieur
d’une boite de Pétri, dans un milieu nutritif solide.

Dans cette méthode, on utilise des disques de papier filtre de 9mm de diametre (Schleicher
&SchuellBioScienceGmbH, Dassel, Germany), imprégnés d’une certaine quantit¢ d’HE (1 ou 2
gouttes par disque séparément, ce qui correspond a 20.5 mg41l mg/disque) que nous déposons a la
surface d’un milieu gélos¢ (MH pour les bactéries et SAB pour les champignons) préalablement
ensemencé en surface avec une suspension bactérienne (densité 0.5 McFarland). La boite est ensuite
fermée et incubée dans 1’étuve a température adéquate.

Chaque essence diffuse a partir du disque au sein de la gélose et y détermine un gradient de
concentration. Les bactéries et champignons croissent sur toute la surface de la gélose sauf la ou elles
rencontrent une concentration d'essence suffisante qui inhibe leur croissance.

A la sortie de 1’étuve, I’absence de la croissance microbienne se traduit par un halo translucide autour
du disque dont le diameétre est mesuré et exprimé en mm.Plus le diametre de cette zone est grand,
plus la souche est sensible au produit a tester.Ainsi, la souche microbienne sera classée comme étant

sensible, intermédiaire ou résistante aux HE.

Afin de mener une étude comparative du pouvoir antibactérien entre notre échantillon d’HE et des
produits de références, nous avons utilisé des disques Antibiotiques (ATB) comme témoins
positifs.Les ATB utilisés sont les suivants: Ampicilline (AMP, 10ug), Gentamicine (CN,
10ug),Céfotaxime(CTX, 30ug), Erythromycine(E, 15ug), Céfalotine (KF, 30ug), Oxacilline (OX,
5ug), Ticarcilline (TIC, 75ug) et Tobramycine (TM, 10ug).

2.2.7.2. Microatmosphere ou méthode en phase vapeur :
Nous avons utilisés cette méthode dans le but d’exploiter les propriétés de la phase volatile de I’HE.
Cette méthode est rarement citée car les auteurs qui se sont penchés spécifiquement sur ’activité de

la phase gazeuse sont encore peu nombreux (Tyagi et Malik, 2011).
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La différence entre cette méethode et les aromatogrammes réside principalement dans la position du
disque imprégné. Cette technique permet de mettre en évidence la diffusion des composants volatils
des HE a I’intérieur d’une boite de Pétri.

Le disque imprégné est déposé au centre du couvercle de la boite de Pétri, renversée pendant la durée
de I’expérience. Celui-ci n’est donc plus en contact avec le milieu gélosé.

La boite est fermée avec le couvercle en bas et mise a I’étuve a 37°C pendant 24 heures pour les
bactéries et a 25°C pendant 72h ou 5 jours pour les levures et les moisissures, respectivement. Il se
produit une évaporation des substances qui, en contact avec les microorganismes ensemenceés sur la
gélose, va inhiber leur croissance.

A la sortie de 1’étuve, 1’absence de la croissance microbienne se traduit par une zone translucide sur
la gélose de contour plus ou moins nette, a tendance circulaire.

La boite de contréle, réalisée pour chaque expérience, est une boite ensemencée dont le disque
déposé au centre de la gélose n’est pas imbibé d’HE. Une autre boite témoin est ensemencée dans les

conditions de I’expérience, sans disque. Elle nous renseigne sur I’homogénéité du tapis bactérien.

Boite de Patri Souche microbienne
Souches fest ensememee Boite de Pétri
- Milieu gélosé
Milieu de culture galose
Couvercle de la
: ' boite de Pétri
Cupule ou disque ' '
Disque imbibé HE P q Huile essentielle
Zone dinhibition
- — Zoned mhibition t'_ "1“
Croissanc e microbienne
Croissance microbienne
Figure 7:1llustration de la méthode de Figure 8:1llustrationdela méthode de
I’arommatogramme. (Zaika, 1988) microatmospheére. (Zaika, 1988)

a) Expression des résultats :
Dans la littérature relative aux HE, les résultats des aromatogrammes et des microatmosphéres sont
exprimés a partir de la mesure du diametre des halos d’inhibitions en mm. Cette mesure est souvent

transcrite dans différents symboles proportionnels a I’activité (Tableau 3).
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Tableau 3: Transcription des diameétres d’inhibition des disques imprégnés d’HE.

Diametres de la zone Transcription Sensibilité
d’inhibition

0 0 Résistant
0,5cm + Peusensible

1 cm + Sensible
2a3cm ++ Assezsensible
>3cm +++ Tréssensible
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Résultats et Discussion
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3.1 Extraction et rendement en HE :

L'hydrodistillation de la partie aérienne seche de la plante, menée dans un appareil Clevenger, a
donné un rendement faible (0.22%) par rapport aux autres plantes a parfum. Cependant, ce taux est
relativement éleve comparé a ceux rapportés dans la littérature. En effet, I’extraction que nous avons
effectuée a été faite au mois de mai caractérisé par une photopériode optimale propice a la

biosyntheése des HE.

De ce fait, nous étions dans 1’obligation de procurer I’HE au prés d’une société privé d’extraction
des HE, située dans la région de Blida. Une quantité de 20 ml d’HE a été achetée au prix 400 DA.
Cette HE est extrait a 1’échelle industrielle par la méthode de I’entrailnement a la vapeur d’eau.
Cette quantitt en HE nous a servie a effectuer les tests pharmaco-toxicologiques et
microbiologiques.

3.2 Etude analytique de I'huile essentielle :

Les propriétés organoleptiques et physiques constituent un moyen de vérification et de controle de la
qualit¢ de ’HE. Nos essais sont déterminés selon un protocole précis et obéissent a des normes
édictées par 'AFNOR

a) Caractéristiques organoleptiques :
Les parametres organoleptiques et physiques de notre HE du Thym sont en accord avec ceux

répertoriés dans les normes AFNOR (Tableau 4).

Tableau4: propriétés physiques et organoleptiques de I’HE du Thym

Densité a20°C 0.925
Constantes i _ —
) Indice de refraction a
Physiques 1.491
20°C
Aspect Liquide mobile
Caractéristiques Couleur Brun clair
organoleptiques Caractéristique, aromatique, légerement
Odeur L
épicée

La densité a 20°C de ’HE du Thym(0.925) est inférieure a celle de 1’eau ce qui explique sa
non miscibilité aux solutions hydrauligques.

L’indice de réfraction varie essentiellement avec la teneur en monoterpenes et en dérivés
d’oxygénés (Koba, 2004). Une forte teneur en monotrpenes donnera un indice élevé ce qui est cas de

I’HE de notre étude.
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Cinétique d’extraction de I’huile essentielle :

Dans le cas de la plante séche du Thymus vulgaris L., le rendement en huile essentielle de 1’extraction
par hydrodistillation est de I’ordre de 0.22%. L’extraction s’effectue en deux étapes de durée inégale.
L’étape de chauffage traduit I’augmentation de la température au sein du réacteur jusqu’a la
température de distillation sensiblement égale a la température d’ébullition de I’cau. Cette période de
chauffage est de I’ordre de 81 min. En revanche, 1’étape d’extraction proprement dite durant laquelle
les molécules aromatiques sont effectivement distillées est nettement plus longue (de I’ordre de 124

min pour I’HD).Les rendements en HE en fonction du temps sont représentés dans le (tableau5).

Tableau 5:Rendements de I’huile essentielle de Thym en durant la méme extraction par HD.
Durée d’extraction (min) 81 85 88 91 94 124
Rendement (%) 0.00 | 0.04 | 0.09 | 0.13 | 0.18 0.22

La durée d’extraction est théoriquement le temps nécessaire a la récupération de la totalité de 1’huile

contenue dans la matic¢re végétale. Or en pratique, il est difficile de récupérer toute 1’huile. Ce temps

correspond alors au moment pour lequel nous n’observons plus d’huile dans le distillat. Il détermine

la fin du processus. Lors de cette étude, un suivi cinétique a été réalisé sur 1’extraction de I’huile

essentielle par HD (Figure 9)

Cette étude cinétique montre 1’existence de trois étapes :

o Une premiére partie relative au chauffage de la matiere végeétale et correspondant a la montée
en température au sein du réacteur, étape durant laquelle aucune extraction d’HE ne se produit.

o la seconde étape correspond a une extraction plus ou moins rapide de 1’essence selon la
technique d’extraction et la matrice traitée.

o Enfin, au cours de la 3*™étape, la courbe tend vers un second palier, qui correspond au

rendement maximum possible d’étre atteint dans les conditions expérimentales optimisées pour

une matrice donnée.
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Figure9 : Cinétique d’extraction de I’'HE du Thym par Hydrodistillation.

Détermination du profil chromatographique de I'huile essentielle :

Notre étude a été axée sur les composés volatiles majoritaires de I’HE tandis que les molécules ayant
des fragments de masse inférieure a 0.1% n’ont pas été reportées.

L’huile essentielle obtenue par la technique d’extraction HD a ¢été analysée d’abord par
chromatographie gazeuse avec un détecteur a flamme d’ionisation (GC-FID) sur une colonne
capillaire apolaire HPS MS. Pour une identification plus exhaustive des composés aromatiques, 1’HE
a été analysée, par la suite, par chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(GC/MS) sur deux colonnes capillaires de polarités différentes HP MS qui est apolaire et Stabilwax,
qui est polaire. Les conditions opératoires sont détaillées dans la partie expérimentale. Le Tableau 5
donne, dans ’ordre d’¢élution, les compositions qualitative et quantitative de I’HE extraite par HD
selon les familles chimiques.

Ce sont au total 13 composés qui ont été décelés. Pour I’identification, nous avons d’abord calculé
leurs indices de Kovats que nous avons comparés a ceux de la littérature. Nous avons, par la suite,
procédé au dépouillement de leurs spectres de masse en se référant a ceux donnés dans les différentes
librairies.

L’examen de ce tableau montre que le Thym étudié est composé majoritairement du carvacrol
(83.8%).D’autre part, la teneur des autres composés varie entre (0.01 — 0.28%) sauf pour : le para-

cymene (8.15%), linalool (1.44%) et le gamma-terpinéne (4.96%).

La composition chimique, par famille, de I’huile essentielle du Thym nous révéle que :
o les monoterpénes sont présents en faibles teneurs ;

o I’huile est caractérisée par de trés fortes teneurs en monoterpénes oxygeénes ;
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o I’huile extraite présente de tres faibles teneurs en sesquiterpénes et une absence de
sesquiterpénes oxygeénes.
Les résultats de I’identification des composés sont regroupés dans le tableau 6 et le

chromatogramme de I’HE est représenté par la figure 10.

?

1 Alpha Terpinéne

2 Cymene=Para-=

3 Garnuna Terpinéne

4 Linalool

5 carvacrol mathyl ether
& thymol

7 carvacral

7 Aramadendréne

9 Alpha Humeléne

10 Cadinéne=CGanuna-=
11 Cadinéne=Delta-=

3 8 %10
% 3 . '! 1
&y 1 1 I

Figure 10 : Chromatogramme de I’HE de Thymus vulgaris obtenue par HD.
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Tableau 6: composition chimique de I’HE de Thymus vulgaris obtenue par HD

N° Composeés HD RI1 apolaire HP5MS
Monoterpénes 13,5

1 Alpha Terpinéne 0,28 1019

2 para-Cyméne 8,15 1028

3 TransOcimeéne 0,11 1052

4 gamma-Terpinéne 4,96 1065
Monoterpénes Oxygénés 85,52

5 Linalool 1,44 1123

6 Terpin-4-ol 0,05 1179

7 Thymol 0,23 1302

8 Carvacrol 83,8 1318
Sesquiterpénes 0,13

9 Aromadendréne 0,06 1439

10 AlphaHumeléne 0,03 1454

11 Gamma-Cadinéne 0,01 1513

12 delta-Cadinéne 0,03 1542
Autres composés 0xygéneés 0,19

13 Carvacrol methyl ether 0,19 1282
Composés Oxygénés totaux 85,71
Composés non Oxygénés totaux 13,63

IR : Indice de rétention ; HD : Hydrodistillation

5. Résultats de P’activité antimicrobienne de ’huile essentielle :

L’activité antibactérienne et antifongique de 1’huile essentielle du thym a été réalisée in vitro sur des
souches microbiennes, de référence et isolées cliniqguement. Au total, 15 bactéries ont été étudiées (5
Gram + et 10 Gram-) ainsi que 5champignons (2levures et3champignons filamenteux
(moisissures)).Les résultats de ce screening antimicrobien sont rapportés dans le Tableau 6 .A noter

que le diamétre du disque (9 mm) a été inclus dans le calcul de la zone d’inhibition.
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Tableau 7: Diamétre des zones d’inhibitions (mm) montrant I’activité antimicrobienne

Méthode utilisée
. Aromatogramme Micro atmosphére Des souches
Origine -
Les souches bactériennes Les disques
d’ATB;
1 gtte HE/disc | 2 gttes HE/disc | 1 gtte HE/disc 2 gttes HE/disc
Diamétre des zones d’inhibition (en millimétres)
Staphylococcus aureu (Sal) ATCC 60 65 53 66
S. aureus(Sa2) Hémoculture 38 66 37 45 TEC=18
OX=R
FOX=18
S. aureus(Sa3) ECBU 26 27 50 60
S. aureus(Sa4) Pus 40 60 37 47 TEC=20
VA=19
Cip=22
Escherichia coli(E1) ATCC 30 40 55 65
E. coli(E2) ECBU 32 46 50 60
E. coli(E3) Infection urinaire 30 45 40 43 KF=15
TIM=R
TIC=R
Klebsiella pneumoniae U 32 44 31 35 TIC=14
AMP=R
Cip=40
K. pneumoniae(BLSE) U 25 51 11 26 AMP=R
CIP=R
CTX=R
Salmonella thyphi Hémoculture 40 60 37 47 AMP=30
CTX=30
NA=28
Acenitobacter baumanii 10 16 _ _
Enterococcus sp. 30 35 22 36 E=20
TE=R
DA=R
Pseudomonas aerugenosa(pal) ATCC 10 12 _ _
P. aeruginosa(pa2) ECBU _ _ _ _ RA=18
IPM=13
GM=23
Serratia sp. Pus 26 27 50 60
Les souches fongiques
Aspergillus flavus 10 12 _ _
Aspergillus terrus Air 10 12 _ _
Penicillium sp. B B B .
Candida parapsilosis 60 70 60 65
Candida albicans Pus de gorge 55 62 51 70

(-) aucune zone d’inhibition ; Le diametre du disque (9 mm) a été incluse dans la mesure de la zone d’inhibition.

Résultats del’aromatogramme :

En phase liquide, I’essence du thym a exhibé une activité bactérienne importante
notamment sur les bactéries & Gram positive ou les diametres des zones d’inhibition varient entre 26
et 60mm pour les disques imprégnés d’une goutte d’HE et entre 27et 66mm pour le disque imprégne
de deux gouttes d’HE par disque.
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Les bactéries a Gram - ont présenté une certaine inhibition vis-a-vis de 1’action antibactérienne de
I’essence du thym, mais cette activité demeure inferieur comparativement aux Gram+.Salmonella
typhimirium semble étre 1’espéce la plus sensible avec des DZI de 40mm a 60 mm pour une 1 et 2
gouttes d’HE par disque, respectivement. En revanche, Pseudomonas aeruginosa est le germe
microbien le plus résistant car aucune inhibition n’a été constatée, et ce quelques soit la dose utilisée.
Concernant les souches fongiques, les levures (Candida albicans etC. parapsilosis) sont les plus
sensibles avec des DZI qui varient entre 55et 60 mm.

En revanche, les champignons filamenteux n’ont pas été inhibés par 1’action antifongique de
I’essence car les DZI sont trés faibles, inferieurs a 12 mm. Malheureusement, aucune étude
comparative n’a été possible a cause de non disponibilité des disques antifongiques de référence.

Dans le méme sillage, nous avons remarqué qu’il n’y a pas une différence de sensibilité entre
les bactéries a Gram+ et a Gram-. Ceci est en contradiction avec la majorité des travaux antérieurs
(Nikaido etal, 1996 ;Tepe et al, 2005 ; Gilles et al, 2010). Ces derniers confirment que les
Gram+sont plus sensibles a 1’action antimicrobienne de I’HE que les Gram-. En fait, les Gram-
possédent une résistance intrinseque aux agents biocides, qui est en relation avec la nature de leur
paroi bactérienne.

Chez les bactéries a Gram+, le peptidoglycane est tres épais et associé a des protéines
pariétales exposées et a des structures polyosidiques (acides lipoteichoiques, acides teichoiques...).
Par contre chez les bactéries a Gram-, le peptidoglycane est trés fin et associé a une enveloppe
externe complexe définissant un espace périplasmique. Cette membrane externe est une bicouche
lipidique asymétriqgue hydrophobe constituée de phospholipides, de protéines (porines) et
lipopolysaccharides (LPS). L'espace périplasmique est rempli d'enzymes qui dégradent les substances
complexes pour qu'ils puissent traverser la membrane cytoplasmique, et inactivent les produits
chimiques toxiques (antibiotiques, métaux lourds...). La résistance des bactéries a Gram- aux
glycopeptides et aux macrolides est due a l'incapacité de ces molécules de franchir la membrane
externe (Cummins et Harris, 1956).

En revanche, de rares publication rapportent qu’il n’existe aucun lien apparent, ni aucune
corrélation entre 1’activité anti microbienne de I’HE et la nature de la paroi bactérienne (Zaika,
1988).

Des résultats similaires aux nétres ont été rapportés par Dorman et Deans (2000). Les
auteurs de cette étude ont examiné les activités antibactériennes d’HE de poivre noir, de clou de
girofle, de géranium, de noix de muscade, d’origan et de thym contre 25 bactéries de genres
différents. L’objectif était également de tenter de déterminer les composants présents dans les HE
susceptibles d’étre responsables de leur activité antibactérienne. Les résultats ont confirmé ceux de
travaux antérieurs et mis en valeur 1’activité antibactérienne de ces huiles essentielles, y compris le
Thymus vulgaris. En outre, les auteurs de cette étude n’ont détecté aucune relation entre la nature de
la paroi et la sensibilité du germe vis-a vis des HE.
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Les souches du genre Pseudomonas se sont avérées plus résistante a I’HE. Cette résistante
n’est pas surprenante. Ceci a été confirmé par plusieurs études antérieures (Hammer et al, 1999
Dorman et Deans, 2000).

Résultats de la microatmosphére :

En phase vapeur, I’HE du thym s’est averée trés efficace notamment sur les bactéries a Gram positive
avec des DZI qui varient entre 37 a 66mm pour les deux doses utilisées.Les Gram négative ont été
aussi inhibés mais a faible degré par rapport au Gram positive.

Acinetobacter baumaniiet Pseudomonas aeruginosa sont les plus résistantes car aucune ZI n’a été
détectée.

E.coli et Serratia .sp sont les deux especes qui ont présenté la plus grande sensibilité avec des DZI
supérieurs a 50mm.

A noter que cette action antibactérienne est « dose-dépendante » c’est-a-dire que plus la dose

augmente plus le DZI est grand. Ceci a été vérifié pour les souches bactériennes.

En ce qui concerne les souches fongiques, c’est toujours les levures qui sont les plus sensibles a 1’action
antifongique de la phase gazeuse de I’essence du thym avec des DZI tres grands, supérieurs a 51mm. Par
contre est comme a été mentionné en I’aromatogramme, les champignons filamenteux semblent étre trés

résistantes a la phase vapeur car aucune zone d’inhibition n’a été observé.

In vivo, I’incidence croissante des infections fongiques, plus particuliérement celles provoquées
par les levures du genre Candida pousse a rechercher de nouveaux agents antifongiques qui ne soient
pas fongistatiques, toxiques et générateurs de résistance comme ceux déja utilisés. La recherche
d’une alternative thérapeutique s’avere donc nécessaire. D’ou I'intérét d’essayer de transposer les

résultats de I’action fongicide des HE obtenus in vitro sur des modeles in vivo.

L’activité antifongique des HE est le sujet de plusieurs études scientifiques in vitro depuis
plusieurs années. Cependant, les méthodes utilisées pour évaluer cette activité sont nombreuses et
donnent parfois des résultats différents selon les conditions expérimentales adoptées par chaque
manipulateur.

Le mécanisme de 1’action fongicide des HE a été abordé par quelques études qui sont arrivées a la
conclusion que ce mécanisme se manifeste par une altération de la membrane plasmique de la cellule
fongique. Cependant, les méthodes biochimiques utilisées dans ces travaux ne permettent pas de

déceler d’autres altérations éventuelles notamment au niveau de la paroi cellulaire (Cox et al, 2001).

Pour ce qui de I’action antifongique de la phase vapeur des HE en générale, et celle de thym
en particulier, trés peu d’études ont été realisees a ce jour (Tyagi et Malik, 2011 ; Goni et al,
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2009 ; Pibiri, 2006). Notre travail reste a ce jour le premier du genre a cette en évidence 1’activité

antifongique de I’HE en micro-atmosphere.

Etude comparative aromatogramme et microatmosphere :

A la lecture comparative entre les résultats obtenus par les deux méthodes, aromatogramme et
microatmosphére, il en ressort que la différence n’est pas importante en terme d’inhibition pour les
souches bactériennes. Cependant quelques exceptions ont été signalées ou la phase vapeur est plus
active que la phase liquide. C’est le cas notamment de Serratia sp. dont les DZI (diamétres des zones
d’inhibition) en microatmosphere (50et 60mm) semble étre le double par rapport a I’aromatogramme
(26 et 27mm).

En revanche, pour d’autres germes microbiens, c’est la phase liquide qui présente une certaine
efficacité par rapport & la vapeur, notamment pour la dose de deux gouttes par disque. C’est
I’exemple de Klebsiella pneumoniae (BLSE) ou les DZI notées sont de ’ordre de 25et 51mm en

aromatogramme de 11et 26mm en microatmospheére pour let 2 gouttes, respectivement.

Pour ce qui est des souches fongiques, les deux techniques semblent donner des résultats similaires;

I’HE est fongicide sur les levures et sera sans effet notoire sur les moisissures.

A la lecture de la littérature scientifique, il apparait que la micro-atmosphere et trés peu
documenté. En effet, rares sont les articles qui traitent de cette méthode. Les études réalisées par
Tyagi et Malik (2010,2011) ont mis en exergue que la phase vapeur est plus inhibitrice sur la
croissance des germes que la phase liquide. Ceci a été confirmé notamment sur les Gram+ et les
souches fongiques.

Par la méme occasion, ces auteurs recommandent 1’exploitation de cette propriété pour
I’utilisation des HE. En phase liquide, I’HE est ajoutée a une grande concentration pour obtenir
I’effet escompté (a savoir la bonne conservation de I’aliment) mais cela sera au détriment des
propriétés organoleptiques des denrées alimentaires qui vont étre modifiées voire altérées. Pour y
remédier a ce probléme, lesdits auteurs préconisent I'usage de I’HE en phase vapeur car une treés
faible quantité de celle-ci permettra d’avoir I’effet recherchée.

A titre d’exemple, ils recommandent I’incorporation des HE dans I’emballage et le packaging des
aliments. Et puisque I’HE est volatile, donc elle va inhiber et éliminer tout contamination
bactérienne et fongique sans le moindre contact avec aliment ce qui permet de conserver, au méme

temps, les propriétés organoleptique et sensorielle de 1’aliment.
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Klebsiella pneumonae(BLSE) S .aureus(pus)
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E.coli(1U)

E.coli (ATCC)

Figure 11: activité antibactérienne et antifongique de ’'HE par I’aromatogramme (& gauche disque
d’une goutte, a droite disque de deux gouttes).
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E .coli (IU) (1gtte HE)
RS v -

P.aeruginosa(ATCC) (1gtte HE)

P.aeruginosa(ATCC) (2gttes HE)
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Staphylococcus aureus(1gtteHE) S.aureus (2gttes HE)

Figure 12:Activité antimicrobienne et antifongique de I’HE par la microatmosphére (a gauche
disque d’une goutte, a droite disque de deux gouttes)
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Mécanisme d’action des huiles essentielles :

Les mécanismes d'action des HE et leur sélectivité envers certaines bactéries restent jusqu'a
présent mal élucidés (Hammeret al, 1999; Dorman et Deans, 2000; Bagamboulaet al, 2004). Selon
ces auteurs, cette sélectivité est le résultat de la composition variée des fractions actives des huiles,
qui présentent souvent des actions synergiques. Il semble que le mécanisme d'action de ces huiles est
lié essentiellement a la structure de la paroi et a la perméabilité membranaire des bactéries a Gram+
et Gram-.

Rayhour (2003) a examiné le mécanisme d'action des HE des Clous de girofle et d'origan
(Origanumvulgare) simultanément avec ceux de deux de leurs composants, le thymol et I'eugénol, sur
des bacteéries: E. coli et Bacillus subtilis et qui ont été utilisées respectivement comme modeles de
bactérie Gram+ et Gram-. Les deux HE, tout comme leurs deux composants, ont été capables
d'induire une lyse cellulaire. Cette action a été démontrée par la libération de substances absorbantes
a 260 nm. Cette libération de substances associee a la rapide mortalité bactérienne pourrait étre la
conséquence de lésions sur les enveloppes induites par les agents antibactériens. L'utilisation d'un
microscope électronique a permis de montrer que les HE attaquaient en méme temps les membranes

et les parois cellulaires.

Les travaux de Burt (2004) ont montré qu'une HE active exercera son pouvoir antimicrobien par son
interférence avec la bicouche lipidique de la cellule cible grace a sa propriété hydrophobe, ce qui
entraine une perturbation de la perméabilité et perte des constituants de la cellule. En plus, cette
réaction varie en fonction de la nature de la bicouche lipidique, ce qui explique la résistance des
bactéries Gram- (Mahmoud et al, 2004). En outre, Dabbah et ses collaborateurs (1970) ont mis en
évidence la grande sensibilité des bactéries Gram+ par rapport aux Gram- et aux champignons. Dans
la méme démarche d'étude, Mahmoud et al (2004) ont suggéré que I'effet antimicrobien qu'exercent
les HE pourrait étre expliqué par la destruction de certains systemes enzymatiques incluant ceux qui
participent dans la production d'énergie cellulaire et la production des composés structuraux. Guesmi
et Boudabous (2006), quant a eux, ont avancé I'hypothése d'inactivation et destruction du matériel
génétique et, enfin Caillet et ses collaborateurs (2007) ont signalé que les HE empéchent la

multiplication des bactéries, leur sporulation et la synthése de leurs toxines.
Dans une autre étude réalisée par Carson et al (2006), I'HE d'arbre a thé (Teatree) a provoqué

des fuites d'ions potassium (K+) au niveau des membranes cellulaires d'E. colietS. aureus. Cette fuite

de K+ est la toute premiére preuve de l'existence de lésions irréversibles au niveau de la membrane
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de la bactérie. Le thymol, le carvacrol, des composants actifs d'HE, rendent perméable la membrane

des bactéries, un effet précurseur de leur mort. Les HE ont donc bien des propriétés bactéricides.

D'aprés Caillet et ses coll. (2007), I'action antimicrobienne des HE se déroule en 3 phases:

1- Attaque de la paroi bactérienne par I'HE, provoguant une augmentation de la perméabilité
puis la perte des constituants cellulaire ;

2- acidification de I'intérieur de la cellule, bloquant la production de I'énergie cellulaire et la
synthese des composants de structure ;

3- destruction du matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie.

L’activité antibactérienne des HE ainsi que leur mode d’action sont directement influencés par la
nature et la proportion de leurs constituants qui entrent dans leur composition. Les composés
majoritaires sont souvent responsables de 1’activité antibactérienne observée (Dormans et Deans,
2000 ; Kalemba et Kunicka, 2003).

Selon Bouaoun et al. (2007), la plupart des composés chimiques des HE sont dotés de propriétés
antimicrobiennes, mais ce sont les composés volatils majeurs qui présentent les propriétés
antimicrobiennes les plus importantes, et en particulier les phénols, les alcools et les aldéhydes:
carvacrol (origan, sarriette), eugénol (feuille de cannelle de Ceylan, clou de girofle), linalool
(coriandre), cinnamaldéhyde (cannelle de Chine), thymol (thym) (Cosentino, Tuberoso et al.,

1999; Dorman et Deans, 2000).

Les phénols sont, du fait du caractere acide de leur substituant hydroxyle, décrits comme les
composés les plus actifs. Aussi, il n’est pas étonnant de constater que les HE riches en phénols,
comme les huiles de thym, d’origan et de clou de girofle, démontrent les plus hautes activités
antibactériennes. Gideon et al. (2007) ont rapporté que les phénols sont responsables de dégats
irréversibles au niveau de la membrane et des parois cellulaires des bactéries.

Stylo et al. (2005) ont montré que la nature antimicrobienne des HE est en rapport avec leur fort
contenu phénolique en particulier en thymol et carvacrol. Ils ont prouvé que plus les teneurs en
phénols sont élevées, plus les HE sont efficaces.

Pinto et al (2006) ont rapporté que les espéces du genre Thymus, qui contiennent une quantité
importante en phénols, présentent un large spectre d’activité sur les champignons filamenteux.

Le thymol et I’eugénol sont responsable de I’activité fongicide (Bennis, Chami et al., 2004) et
bactéricide des HE qui en contiennent (Cox, Mann et al., 2000; Lambert, Skandamis et al., 2001;
Walsh, Maillard et al., 2003). La molécule de thymol a un effet inhibiteur et létal sur diverses
souches, dont Escherichia coli et Staphylococcus aureus, sur lesquelles elle provoque des fuites
d’ions potassium K+. En revanche elle n’est pas active sur Pseudomonas aeruginosa (Walsh,

Maillard et al., 2003).
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Les terpenes phenoliques, comme le thymol et le carvacrol, sont souvent utilisés comme
antiseptiques dans des préparations pharmaceutiques. Les phénols sont a 1’aromathérapie ce que sont
les antibiotiques a la médecine de synthese. Ils sont utilisés aussi bien per 0s qu’en application locale
et I’apport supplémentaire d’une faible activité antioxydante et de propriétés anti-inflammatoires

reconnues en font des outils thérapeutiques majeurs.

Ces résultats sont en accord avec ceux trouvés par Haddaf et al. (2004). Ces derniers ont étudie
I’activité antifongique de 2 espéces de Thym. Ils ont rapporté une activité antifongique plus élevée
pour I’HE de Thymus vulgaris bien que sa teneur en phénols (thymol et carvacrol) (36.7%) soit
inférieure a celle de Thymus numidicus (65.87%). Ils ont conclu que d’autres constituants pourraient
intervenir dans le pouvoir antifongique de ’'HE.

* Le carvacrol posseéde aussi un large spectre d’activité, étendu a 1’adultération des aliments ou des
champignons pathogenes, des levures et des microorganismes pathogénes humains, animaux et
végetaux, des biofilms bactériens y compris lors de résistance aux antibiotiques. Cette activité a été
attribuée a ses effets considérables sur les propriétés structurales et fonctionnelles de la membrane
cytoplasmique (lannitelli et al., 2011 ; Nostro et Papalia, 2011). Les cibles préférées du carvacrol
sont Staphylococcus aureus et Staphylococcus epidermidis.

Le mode d’action de certaines molécules antibactériennes a été décrit dans la littérature. Le carvacrol
et le thymol semblent capables d’augmenter la perméabilité membranaire (Lambert et al., 2001). En
détruisant la membrane externe des bactéries Gram négatives, ils augmenteraient la perméabilité de
la membrane plasmique aux métabolites cellulaires (Helander et al., 1998). Ce composé pénetre
dans la bicouche lipidique et se positionne entre les chaines d’acides gras. Cette déformation de la
structure augmente la fluidité membranaire, aboutissant & une modification de la perméabilité
passive. Chez les bactéries exposées au carvacrol, on observe une diminution de I’ATP
intracellulaire, mais aussi une diminution du potentiel membranaire.

Ainsi, le carvacrol, en augmentant la perméabilité de la membrane plasmique, n’entraine pas une
fuite d’ATP mais une fuite de protons, qui provoque la chute de la force protomotrice et, donc, de la
synthése d’ATP. Cette information est confirmée par la mesure du gradient de pH a travers la
membrane plasmique. Le carvacrol formerait des canaux dans la membrane permettant la fuite des
ions (Ultee et al., 2002). En plus de limiter la croissance, le carvacrol est capable d’inhiber la
production de toxines diarrhéiques chez B. cereus. Deux hypothéses ont été présentées : soit
I’exportation active des toxines hors de la cellule n’est plus possible a cause du manque d’ATP ou de
la diminution de la force protomotrice, soit le faible taux d’ATP restant dans la cellule est utilisé par
la bactérie pour survivre (Ultee et Smid, 2001).

Didry1994 a montré I’effet antimicrobien du thymol et du carvacrol, utilisé individuellement ou en

combinaison sur des germes d’infection respiratoire.
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Une association thymol (62.5 mg/kg) — carvacrol (75 mg/kg) inactive Listeria innocua.L’ajout
d’eugénol augmente encore ’activité du mélange (Garcia-Garcia et al., 2011,) alors qu’un mélange
eugénol, cinnamaldehyde, thymol, carvacrol, inactive Escherichia coli (Pei et al., 2009). Thymol et
carvacrol réduisent la résistance de Salmonella typhimurium a I’ampicilline, la tétracycline, la
pénicilline, la bacitracine, 1’érythromycine et la novobiocine et la résistance de Streptococcus
pyogenesa 1’érythromycine (réduction des doses minimales d’inhibition) (Palaniappan et Holley,
2010).

Les composés oxygénes purs ont aussi montré une activité supéreure par rapport aux HE dans
lesquelles ils se trouvent. Pinto et al. (2006) ont testé séparément ’activité de carvacrol, p-cymeéne et
terpinéne (qui sont des constituants de I’HE de Thymus pulegioides) sur Candida et Aspergillus et
autres dermatophytes. Les résultats obtenus montrent une activité antifongique plus importante du

carvacrol sur les 2 especes par rapport a I’action de ’HE prise dans son ensemble.
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Conclusion

Les huiles essentielles(HE) et les aromes extraits a partir des herbes aromatiques et des
épices sont le résultat d’'un mélange complexe de substances volatiles. Ils sont généralement présents
a de tres faibles concentrations dans les plantes a parfum. Avant de pouvoir utiliser ou analyser de
telles substances, il est nécessaire de les extraire dde leur matrice.

Dans ce travail, nous avons extrait I’essence aromatique d’une plante a parfum, le Thym, en vue de la

tester in vitro pour apprécier son activité antimicrobienne en phase liquide et vapeur.

L’analyse semi-quantitative de 1’huile essentielle par GC-FID et GC-SM nous a permis d’identifier et
de quantifier 13 composés. Le Thym étudié est composé majoritairement du carvacrol (83%). D’autre
part, la teneur des autres composes est inferieur al% sauf pour le para-cymeéne (8,15%), linalool

(1,44%), et gamma-terpéne (4,96%).L’essence peut étre classée en chémotype « carvacrol ».

L’efficacité antimicrobienne de 1’essence du Thym a été étudiée sur plusieurs souches bactérienne et

fongique, de référence ou isolées cliniquement.

En phase liquide, I’HE est trés actif sur les bactéries a Gram+ et les levures du genre Candida et sera
en revanche moins efficace sur les bactéries & Gram- et les champignons filamenteux.

En phase vapeur, des résultats similaires ont été obtenus ce qui présage de 1’utilité de cette huile
comme désinfectant de 1’air ou des systémes de climatisation, notamment en milieu hospitalier fin de

lutter contre les infections nosocomiales.

L’HE du Thym s’est avérée un bactériostatique majeure et cette activité biocide semble étre en
relation avec la présence d’un composé phénolique majoritaire, en 1’occurrence le carvacrol. Il est
cependant probable que les composés minoritaires agissent de maniére synergique. De cette maniere,
la valeur d’une huile essentielle tienne a son «totum », c'est-a-dire dans I’intégralité de ses
composants et non seulement a ses composés majoritaires.
L’autre conclusion a souligner consiste a dire que la fragrance du Thym a présenté de meilleurs
résultats comparativement aux ATB utilisés comme référence. L’usage de la fraction aromatique du
Thym en aromathérapie anti-infectieuse ou pour la prévention contre les infections dues aux germes
multi résistants nous parait pleinement justifiée.

Comme perspective, il serait intéressant d’élargir la gamme des souches microbiennes en ciblant
d’autres sérovars ou variété, notamment impliqués dans les infections nosocomiales ou encore dans
les toxi-infections alimentaires.

Il serait utile de tester cette essence avec d’autre méthodes quantitative et surtout qualitative. La
détermination des CMI est tres utile pour une éventuelle utilisation en application clinique.
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Table 1- Seuil d’efficacité (Concentration Minimale Inhibitrice) des huiles essentielles sélectionnées contre

quatre bactéries pathogenes

Huiles essentielles

Concentration minimale inhibitrice
(CMI)? pour chaque bactérie testée (%)

Nom commun Origine partie de plante Composés majoritaires E.coli  Salmonella  S.aureus L.mono
utilisée* de ’HE en (%) cytogenes

Cannelle de Chine Chine Rameau Cinnamaldehyde (65), methoxy-cinnamaldehyde (21) 0,05 0,025 | 0,025 | 0,05
Cannelle de Ceylan Skri Lanka Ecorce Cinnamaldehyde (87) 0,025 0,05 0,025 0,05
Cannelle de Ceylan Madagascar | Feuilles Eugenol (63), B-caryophyllene (5) 0,1 0,1 0,05 0,2
Coriandre Russie Fruit Linalool (70), a-pinene (6) 0,2 0,2 0,2 >0,8
Origan d’Espagne Espagne Plante en fleur | Carvacrol (76), thymol (5%) 0,025 | 0,025 | 0,013 | 0,025
Schénanthe Guatemala Herbe Geranial (45), neral (32), limonene (9) >0,8 0,8 0,1 0,4
Lemongrass Inde Herbe Geranial (46), neral (31) >0,8 0,4 0,1 0,4
Palmarose Inde Herbe Geraniol (80), geranyl acetate (9) 0,2 0,2 0,1 0,2
Citronelle de Ceylon Skri Lanka Herbe Geraniol (19), limonene (10), camphene (9) >0,8 0,8 0,4 0,8
Citronelle de Java Vietnam Herbe Citronnellal (34), geraniol (21), Citronnellol (11) >0,8 0,4 0,05 0,4
Clou de girofle Madagascar | fleur Eugenol (78), eugenyl acetate (14) 0,1 0,1 0,05 0,2
Inule odorante France Plante en fleur Bornyl acetate (51), borneol (23), camphene (7) >0,8 >0,8 0,2 0,8
Lavandin reydovan France Plante en fleur | Linalool (51), linalyl acetate (19), camphor (8) >0,8 0,4 0,8 >0,8
Lavande aspic a cinéole France Plante en fleur Linalool (34), 1,8-cineole (22), camphor (15) >0,8 0,8 0,2 >0,8
Melaleuque a feuilles Australie Feuilles Terpine-ol-4 (30), y-terpinene (19), 1.8 cineole (14) >0,8 0,8 0,4 >0,8
Origan a inflorescences Maroc Plante en fleur | Carvacrol (22), y-terpinene (23), thymol (19) 0,025 | 0,05 0,013 | 01
Origan de Grece France Plante en fleur | Carvacrol (54), paracymene (14), y-terpinene (14) 0,025 0,05 0,013 0,05
Marjolaine des jardins Egypte Plante en fleur | Terpinene-4-ol (26), y-terpinene (12), thuyanol (10) >0,8 0,4 0,2 >0,8
Piment Antilles Feuilles Eugenol (48), myrcene (27), geraniol (10) 0,1 0,1 0,1 0,2
Sarriette des jardins France Plante en fleur | Carvacrol (41), y-terpinene (33), p-cymene (6) 0,05 0,05 0,013 | 01
Sarriette des montagnes Slovenie Plante en fleur | Thymol (43), p-cymene (12), y-terpinene (9) 0,05 0,05 0,013 0,05
Thym sauvage Spain Plante en fleur | 1,8-cineole (47), linalool (24), limonene (7) >0,8 >0,8 0,8 >0,8
Thym a bornéol Maroc Plante en fleur Borneol (26), camphene (9), carvacrol (7) 0,2 0,2 0,05 0,4
Serpolet Albanie Plante en fleur | Cavacrol (23), p-cymene (20), y-terpinene (18) 0,1 0,1 0,05 0,2
Thym a carvacrol France Plante en fleur | Cavacrol (33), p-cymene (24), thymol (12) 0,05 0,05 0,025 0,1
Thym a linalol France Plante en fleur | Linalool (60), linalyl acetate (10) >0,8 0,2 0,1 >0,8
Thym a thujanol France Plante en fleur | Trans-thujanol-4 (44), mycene 8-ol (13) 0,8 0,4 0,4 >0,8
Thym a thymol France Plante en fleur | Thymol (38), p-cymene (19), y-terpinene (17) 0,05 0,1 0,025 | 0,2

Chaque huile essentielle posséde une activité spécifique variable selon les microorganismes et les conditions environnementales.
?Le seuil d’efficacité ou concentration minimale inhibitrice (CMI) est défini comme étant la plus faible concentration en huile capable d’inhiber toute
croissance bactérienne. Ces résultats expérimentaux ont été obtenus dans un milieu modéle et sont donnés a titre indicatif. Pour toute application, des

études préalables sont nécessaires pour déterminer le seuil d’efficacité dans I’aliment.







Tableau 2 : Principales localisations géographiques du Thym en Algeérie

D’apres Quezel et Santa (1963) .

Espéce

Localisation et caractéristique

Thymus pallescens
(Boiss. et Reuter)

- commun dans le tell
- endémique algérien.

Thymus capitatus (L.)
(Hoffmann et Link.)

tres rare dans le sous secteur de 1’Atlas tellien

Thymus dreatensis Batt.

trés rare dans le sous secteur du Tell constantinois et de la petite
Kabylie.

Thymus Numidicus

assez rare dans :
le sous secteur de I’atlas tellien, le secteur du Tell constantinois

(Poiret) et petite et grande Kabylie.
Thymus guyonii rare dans :
y guy le sous secteur des Hauts plateaux algérois, oranais et
(De Noé)

Constantinois.

Thymus Lanceolatus
(Desf.)

rare dans
- le sous secteur de I’ Atlas tellien (Terni) et de 1’ Atlas Tellien
(Médéa, Benchicao).
- le sous secteur des hauts plateaux algérois, oranais (Tiaret)
et Sour El Ghozlane (Aumale).

Thymus pallidus (Coss.)

tres rare dans le sous secteur de 1’Atlas saharien Constantinois.

Thymus glandulosis (Lag.)

tres rare dans le sous secteur des Hauts plateaux algérois et oranais.

Thymus hirtus (Willd.)

commun sauf sur le littoral

Thymus algériensis (Boiss.
et Reuter)

trés commun dans toutes les régions montagneuses et rares ailleurs.

Thymus munbyanus
(Desf.)

endémique dans le nord du secteur algérois




Tableau 3 : Composition chimique de I’huile essentielle de quelque espéce de Thym

Auteurs Espéces Composants majoritaires Pays
- Thymol (66,31-57,20%); y —Terpinéne (6,12-9,19%)
Thymus numidicus | . \acrol (4.31-2,20%); Linalool (8,62-9,26%)
Giordani et al. S Thymol (60,52%) ; y —Terpinéne(9,45%) L
[51] Thymus ciliatis o- cymeéne (8,10%) Algérie
. p- cymene (26,36%); Thymol (25,57%)
Thymus vulgaris | T,/ 01'(60,529) ; thymoguinone(10,50%)
Kabouche et
- Thymol (68,2%) ; carvacrol (16,9%) -
[gg] Thymus numidicus Linalool (11,5%) Algérie
Kabouche et Thymol (67,8%) ; y —Terpinéne(15,9%)
al. Thymus pallescens | p- cyméne (13%) ; carvacrol (1,7%) Algérie
[53]
Thymol (60,8%) ; y —Terpinéne(7,6%)
- 2 0, . 0,
Thymus numidicus p- cymene (10,3%) ; carvacrol (5,1%)
Linalool (8%)
Hadef et al. .
[54] Algérie
Thymol (25,4%) ; p- cymene (26,2%)
Thymus vulgaris carvacrol (11,3%); thymoquinone(10,42%)
Borneol (26,4%) ; Thymol (11,48%)
Thymus satureioides | carvacrol (8,76%) Maroc
Bouhdid et al. Thymol (36,58%) ; y —Terpinéne(16,51%)
[55] Thymus vulgatis p- cymeéne (13,70%) France
0, . 0,
Coryd(_)thymus carvacrol (59,50%) ; Thymol (7,37%) Espagne
capitatus
Tepe et al Thymol (20,5%) ; y —Terpinéne(4,4%)
p[56] ' Thymus sipyleus p- cymeéne (4,1%) ; carvacrol (58,1%) Turquie
1 0, 11 0,
Toma[|5r170] etal. Thymus vulgatis Thymol (45,3%) ; Linalool (61,7%) Erance
Thymol (74,4%) ; B-caryophylléne(3,8%)
. X . o s 0
Nickvar et al. Thymus daenesis p- cymene (6,5%) ; méthyl carvacrol(3,6%) an
[58] . —
Thymol (38,6%) ; y —Terpinene(8,2%)
Thymus kotschyamus p- cymene (7,3%) ; carvacrol (33,9%)
Thymus caespitititus Riche en a- terpinéol(32,1%)
Miguel et al. Thymus camphoratus Riche en 1,8- cinéole(57,8%) Sortugal
[59] Linalool (16,6%) ; Acetate de linalyle (15,2%) g
Thymus mastichina | 1,8- cinéole(10,8%)
Thymus lotocephatus Riche en linalool (11,4%)
Falel[gc())]et al. Thymus camphoratus Riche en 1,8- cinéole(56,7%) Portugal
1 0, : - ciné 0,
Thymus mastichina linalool (44,4%) ; 1,8- cinéole(37,4%)
Karaman et al. carvacrol (43,13%) ; y —Terpinene(20,86%) .
[61] Thymus revolutus o- cymene (13.94%6) Turquie
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