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Résumeé

Dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales de I’Est algérien, nous avons
entrepris une étude sur Thymus numidicus Poiret, qui est une espéce de thym endémique algéro-

tunisienne.

Le matériel végétal a été récolté dans la région de Berrahal, donnant suite a plusieurs
investigations. L’huile essentielle a été extraite par procédé d’hydrodistillation donnant
un rendement de 1,92 %. La composition chimique de I’huile essentielle a été déterminée par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse. Nous avons pu répertorier
13 composants, essentiellement des phénols et des terpénes dont le thymol est le composant
majoritaire avec 77,52%. Les autres constituants importants sont respectivement le P-cymene
(10,10%), le y- terpinéne (6,38%) et le B-pinéne (3,16%).

L’activité antiradicalire de 1’huile essentielle a été évaluée par le test du piégeage du radical
libre DPPH, I’étude s’est soldée par des résultats modestes, comparés aux antioxydants de

référence.

Nous avons testé par la suite I’effet de cette huile essentielle sur un total de 49 souches
bactériennes par la méthode de diffusion sur disque, et la méthode de dilution en milieu gélosé. Les
diamétres des zones d’inhibition obtenues sont relativement importants pour toutes les especes
bactériennes testées. Les CMI obtenues pour ces mémes souches sont tout aussi satisfaisantes.
L’huile essentielle de Thymus numidicus Poiret s’est avérée dotée de propriétés antibactériennes

incontestables.

Mots clés : Thymus numidicus, huiles essentielles, criblage phytochimique, CG/SM, activité

antioxydante, activité antibactérienne.



Abstract

In order to valorize the Algerian medicinal aromatic plants, we undertook a study about

Thymus numidicus Poiret, wich is an aromatic plant endemic to Algeria and Tunisia.

The vegetal material was harvested in the region of Berrahal, following up several
investigations. The essential oil was extracted by hydrodistillation process and chemical
composition of this one was determined by gaz chromatography coupled to a mass spectroscopy. 13
components have been identified, mainly phenol and terpenes and whose thymol is the major
element with 77, 52%. The other important compounds are respectively P-cymene (10, 10%), vy-
terpinene (6, 38%) and B-pinene (3, 16%).

Antiradical activity of the essential oil was evaluated by testing the free radical scravenger

of DPPH, the study has given modest results, compared to standards antioxidants.

We have also tested the effect of the essential oil against 49 strains by the diffusion method
and the agar dilution method. Inhibitory diameters were important for all tested strains. MIC for
these same strains were very satisfaying. Essential oil of Thymus numidicus Poiret has indisputable

antibacterial properties.

Key words: Thymus numidicus, essential oils, phytochemical screening, GC/MS,

antioxydant activity, antibacterial activity.
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Kpc ": Klebsiella pneumoniae carbapenemase négative.
LDMC : Leaf Dry Matter Content

MH : Mueller Hinton

M.R.S.A : Meticillin-resistant Staphylococcus aureus
NaCl: Chlorure de sodium

NaOH: Hydroxyde de sodium

NH,: lon ammonium

NH4OH: Ammoniaque

nm: Nanométre

mS: millisiemens



RT: Temps de retention

SF: Surface foliaire

SLA: Specific leaf area

SM: Spectrométrie de masse

UFC: Unite formant une colonie

U.S.S.L.S: United State Salinity Laboratory Staff
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La situation géographique de I'Algérie en fait un pays qui regorge d'especes végétales,
beaucoup d'entre elles sont dotées de vertus thérapeutiques par le biais des métabolites
secondaires qu'elles synthétisent et constituent une source inépuisable de principes actifs ;
les huiles essentielles comptent parmi les plus importants et les plus méritants d'entre eux.
Parmi ces espéces, 224 taxons sont des endémiques strictes a 1’Algérie, 124 taxons sont
a endémisme algéro-marocain et 58 taxons sont a endémisme algéro-tunisien (Véla
et Benhouhou, 2007). C’est a cette derniére catégorie qu’appartient Thymus numidicus

Poiret, I’espéce qui constitue le théme de notre étude.

Le Thym fait partie de ces plantes miraculeuses, utilisées depuis la découverte du feu
a des fins liturgiques et thérapeutiques. On lui attribue bon nombre de propriétés dont des
pouvoirs antibactériens avérés. Le Thym de Numidie est une espéce endémique algéro-
tunisienne, elle a été découverte et décrite la premiere fois en 1785 & 1786 par Jean louis
M Poiret lors de son célébre “Voyage en Barbarie” elle a été ensuite inventoriée par Quezel
et Santa (1963) dans leur fameux ouvrage “Nouvelle flore de 1’Algérie et des régions
désertiques méridionales ”. Depuis, trés peu d’études ont été consacrées a cette espéce, sauf
récemment certaines, qui ont surtout porté sur la composition chimique de I’huile essentielle
(Hadef et al., 2007), sur ses propriétés antibactériennes et antioxydantes (Zeghib et al.,
2013., Djeddi et al., 2015) et sur son potentiel insecticide (Saidj et al., 2008).

Bien que Thymus numidicus soit un élément majeur de la pharmacopée traditionnelle
algérienne (utilisé principalement dans le traitement des affections respiratoires: asthme,
bronchite, toux, grippe et aussi dans le traitement des troubles digestifs), nos connaissances
sur cette espéce restent tres modestes. Pour pouvoir conserver et apporter notre contribution
dans la connaissance et la valorisation de notre flore endémique et précisément le Thym

de Numidie. Nous nous sommes fixés les objectifs suivants :

e Prospection du biotope (climat et sol) ou se développe spontanément le Thym
de Numidie.
e Etude des dispositions morpho-anatomo-physiologiques du Thym vis-a-vis des contraintes

du climat méditerranéen.
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e Extraction et analyse de I’huile essentielle par CG/SM.

e Etude des propriétés antiradicalaires et antibactériennes de I’HE.

e Recherche d’une synergie entre HE et I’imipenéme chez Pseudomonas aeruginosa VIM2.

Pour cela notre travail a été subdivisé en deux grandes parties

>

Une synthese bibliographique qui sera entamée par un apercu sur la biodiversité
et I’endémisme en Algérie. Puis par un chapitre dédié a la description botanique
de la famille, du genre et de I’espece étudiée et des principales souches bactériennes
testées. Un troisieme chapitre sera consacré aux huiles essentielles et leurs usages

thérapeutiques.
Une partie expérimentale qui s’articulera sur :
Une étude climatique et pédologique du milieu dans lequel se développe I’espéce.

L’étude des prédispositions adaptatives du Thym de Numidie, du point de vue

morphologique, histologique et physiologique, en plus d’un criblage phytochimique.

L’extraction de I’huile essentielle et la détermination de sa composition chimique par

chromatographie en phase gazeuse couplée a une spectroscopie de masse.

Une étude biologique visant & évaluer I’activité antioxydante de I’huile essentielle de
cette espéce, mais aussi son activité antibactérienne et ce vis-a-vis de 10 souches
d’Escherichia coli, 10 souches de Klebsiella pneumoniae, 10 souches d’Acinetobacter

spp, 10 souches de Staphylococcus aureus et 09 souches de Pseudomonas aeruginosa.

Enfin, la recherche d’une éventuelle synergie entre I’huile essentielle et I’imipeneme

chez Pseudomonas aeruginosa VIM-2, une souche résistante a I’ imipen¢me.

Les résultats obtenus feront 1’objet d’une interprétation a la lumicre de la littérature

disponible, aboutissant a une conclusion générale et des perspectives a envisager.
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PARTIE I: Apercu bibliographique sur I’espéce végétale et
les souches microbiennes testées

1. Généralités sur la biodiversité et I’endémisme

Selon Eurostat, la région méditerranéenne possede des zones biogéographiques parmi
les plus rares au monde ainsi qu’une biodiversité de premiére importance. Et sur les 25 000
espéces connues de plantes méditerranéennes (9,2% des espéces identifiées dans le monde sur
un territoire représentant seulement 1,5% de la surface terrestre), la moitié sont
particulierement bien adaptées notamment aux périodes seches et 25% sont endémiques et ne

se trouvent nulle part ailleurs dans le monde (Chaabane, 2010).

La Méditerranée est considérée comme une zone de haute biodiversité principalement
en raison de sa diversité végétale. Celle-ci est cependant particulierement menacée par les
activités humaines. En tant que premiére destination touristique, cette région marquée par une
population dense et un développement intense, est exposée a un large éventail d’impacts

d’origine anthropique (Chaabane, 2010).
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Figure 01 : Points-chauds (hotspots) régionaux de biodiversité végétale

de larégion méditerranéenne (Médail & Quézel, 1997).
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Sur les 3139 especes décrites par Quezel et Santa (1963) dans la nouvelle flore de
I'Algérie et des régions désertiques méridionales, Zeraia (1983) dénombre 289 especes assez
rares, 647 rares, 640 tres rares, 35 rarissimes et 168 endémiques. Le dénombrement aboutit a
1,07% especes rarissimes, 20,23% d’espéces tres rares et 19,23% d’espéces rares. |l apparait
ainsi que 40,53% (1286 especes) de la flore algérienne est rare a trés rare. Ce qui témoigne de
I’'urgence des actions de conservation selon I’Organisation des Nations Unies pour

I’ Alimentation er I’ Agriculture.

La répartition des especes endémiques en Algérie est trés irréguliere selon les familles

; les mieux partagées de ce point de vue sont les suivantes :

Tableau 01 : Principales familles botaniques a endémisme (Quezel, 1964)

Familles Nombres d’espéces endémiques
Composées 42
Caryophyllées 25
Légumineuses 23
Labiees 22
Scrofulariacées 13
Crucifeéres 12
Plombaginacées 10
Graminées 10
liliacées 06

Les secteurs les plus remarquables pour I’endémisme sont la cote oranaise, suivie par
la Petite Kabylie et la Grande Kabylie. En ce qui concerne les espéces rares, la Numidie
littorale arrive en téte, suivie par la Mitidja d’Alger. Cet ensemble « Kabylies—Numidie—
Kroumirie » forme un point chaud régional méconnu (Vela et Benhouhou, 2007). La famille

des Labiées regroupe a elle seule 22 especes endémiques dont Thymus numidicus Poiret
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2. La famille des Lamiacées
e Généralités

La famille des lamiacées regroupe plus de 258 genres et 6900 especes, plus au moins
cosmopolites, mais particuliecrement répandues depuis le bassin méditerranéen jusqu’en Asie
centrale (Judd et al., 2002). La plupart des especes de cette famille se concentrent
dans les régions méditerranéennes comme le Thym, la Lavande et le Romarin
(Bruneton, 2001), on les rencontre rarement dans le milieu forestier tropical ou au Sahara,
exceptée dans la région présaharienne et dans 1’étage supérieur du Hoggar ou certaines

espéces telles que Marrubiume deserti et Salvia aegyptica prosperent (Ozenda, 2004).

Les lamiacées ont tout d’abord été appelées Labiati par Tournefort en 1694, ce nom
dérive du mot latin "labium™ qui signifie levre, en raison de la forme particuliere de leurs
corolles qui sont fusionnées en une lévre supérieure et une autre inférieure et qui imitent
communément les lévres d’un animal. Cette dénomination a été changée en Labiatae
par B De Jussieu en 1759, puis Lindley introduit en 1839 I’appellation de Lamiaceae

qui est le nom alternatif des labiées (Carrick, 1977).

La famille des Lamiacées regroupe un grand nombre de plantes aromatiques riches
en métabolites secondaires qui sont prisés pour leur intérét économique et leurs vertus

thérapeutiques.
e Description botanique

Les lamiacées sont des plantes herbacées ou des sous-arbrisseaux, a racines rameuses
et fibreuses, leurs tiges sont quadrangulaires renflées aux nceuds. La multiplication se fait par

le biais de rejets aériens (stolon) ou rhizomes.

Les feuilles sont simples, opposées-décussées, parfois verticillées sans stipules,
coriaces chez les espéces des regions semi-arides. Certaines especes sont des xérophytes,
adaptées a la sécheresse, ayant des feuilles dont les bords du limbe se replient sur 1I’épiderme
inférieur avec des stomates qui se concentrent dans des creux protégés par d’abondants poils
tecteurs, ce qui représente un signe d’adaptation permettant la diminution de la déperdition
d’eau. On observe la présence de poils tecteurs allongés non glanduleux et de poils sécréteurs
d’huiles essentielles ; ’essence ¢élaborée s’accumule juste sous la cuticule qu’elle distend,

ce qui fait qu’au moindre froissement, ces feuilles dégagent une forte odeur aromatique.
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Les inflorescences sont genéralement terminales, rarement axillaires, en panicules

ou en racemes, elles se situent a 1’aisselle des feuilles supérieures.

Les fleurs sont zygomorphes, sous forme de pentaméres hermaphrodites, dotées
de calices a 5 sépales soudés en cloche ou en entonnoir, persistants et parfois accrescents

autour du fruit.

La corolle est formée de 5 pétales, elle est nettement bilabiée d’ou le nom de la famille

avec une lévre inférieure trilobée et une lévre supérieure bilobée.

L’androcée possede 4 étamines dépassant les pétales, ce sont les 2 étamines latéro-
ventrales qui sont les plus développées. Les filets sont soudés au tube de la corolle mais
peuvent aussi étre concrescents entre eux. Les antheres sont déhiscentes par des fentes

longitudinales.

Le gynécée repose sur un disque nectarifere toujours présent, il est formé
de 2 carpelles, soudés en un ovaire supere, originellement biovulé ensuite uniovulé

par la constitution d’une fausse cloison, le style est le plus souvent gymnobasique.

Enfin le fruit est un tétrakéne diversement orné, formé de 4 nucules secs enveloppés

par le calice (Guignard et Dupont, 2004; Botineau, 2010).

(©

Figure 02 : Quelques especes de la famille des lamiacées (A, Salvia officinalis ; B, Thymus vulgaris ;

C, Rosmarinus officinalis, Simpson, 2006)
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2.1. Le genre Thymus

Le genre Thymus est un élément caractéristique de la flore méditerranéenne,
il regroupe plus de 300 espéces, reparties essentiellement en Eurasie et en méditerranée
(Hussain, 2009). Ce genre est trés répandu dans le nord-ouest africain (Maroc, Algérie,
Tunisie et Libye), il pousse ¢galement sur les montagnes d’Ethiopie et d’Arabie du sud ouest
en passant par la péninsule du Sinai en Egypte.

Le genre thymus permet a lui seul d’illustrer la notion de chémotype, en effet il existe
plusieurs races chimiques de thym dont la composition chimique de I’huile essentielle varie
suivant le biotope dans lequel elles évoluent. L’impact des facteurs environnementaux Se
répercute incontestablement sur D’activité thérapeutique des huiles essentielles obtenues
(Zhiri, 2005).

Les especes de thym sont utilisées depuis 1’antiquité pour leurs vertus stimulantes
et toniques, elles sont recommandées contre les faiblesses organiques notamment celles
du systeme nerveux (neurasthénie, dépression, apathie) et du systeme circulatoire.
On leur attribue également des propriétés diurétiques, vermifuges, spasmolytiques,
antioxydantes, régulatrices du cycle menstruelle, antivirales (prévient les récidives d’herpés
et de zona) et antiseptiques notamment pour lutter contre les affections respiratoires (rhumes,
bronchites, angines, pneumonies, pleurésies), elles sont aussi utilisées pour calmer les toux

quinteuses de la coqueluche et de I’emphyséme (Messegue, 1975 ; Alpin, 2005).
2.2. Thymus numidicus Poiret
2.2.1. Description botanique

Thymus numidicus est un petit arbuste a tiges érigées haut de 5 a 6 pouces, qui se
divise des sa base en branches et en rameaux nombreux, garnis de feuilles linéaires, 2 a 5 fois
plus longues que larges, presque sessiles, plus longues que les entrenceuds. Les fleurs sont
petites, purpurines, réunies a 1’extrémité des rameaux en épis courts, épais, et formant la téte ;
leur calice est tres velu. Cette plante croit dans les lieux arides et pierreux, en Barbarie
(Poiret, 1785 & 1786 ; Quezel & Santa, 1963).
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2.2.2. Position systématique (Guignard, 1994)
Régne : Planta
Phylum : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Lamiales
Famille : Lamiaceae
Genre: Thymus

Espéce : numidicus Poiret

2.2.3. Répartition géographique

Thymus numidicus est une espéce endémique algérienne, que ’on retrouve dans
le secteur de 1’Atlas tellien, la grande et la petite Kabylie, au niveau du Tell constantinois et
de Skikda a la frontiere tunisienne.




Apercu bibliographique

3. Souches bactériennes tests

3.1. Staphylococcus aureus

3.1.1. Généralités

Le staphylocoque doré est I’espéce la plus pathogéne du genre Staphylococcus, ce sont
des bactéries Gram positif aéro-anaérobies facultatifs, ces cellules bactériennes ont la forme
de coques regroupées en amas, ayant la forme d’une grappe de raisin, elles sont immobiles

et non sporulées (Avril, 1992 ; Prescott, 2010).

Figure 03: Observation microscopique de Staphylococcus aureus (Institut Pasteur, 2012)

3.1.2. Classification

Regne : Bacteria

Division : Firmicutes
Classe : Bacilli

Ordre : Bacillales

Famille : Staphylococcaceae
Genre : Staphylococcus

Espéce : aureus
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3.1.3. Habitat

L’espéce en question est ubiquitaire, et trés répandue dans la nature. Elle peut étre
saprophyte ; retrouvée dans le sol, I’air, ’eau, mais aussi commensale de ’Homme, retrouvée
sur la peau, les muqueuses, les cavités buccales et nasales, les plis cutanés, le périnée
et le colon (50% des individus sont porteur de S. aureus dans la partie antérieure du nez
et parfois du périnée). Cette souche se révele étre pathogéne et opportuniste dans certains
emplacements ou dans certaines circonstances, notamment chez des sujets immunodéprimés

ou des personnes ayant subis des actes chirurgicaux.

Les souches de S. aureus se rencontrent également sur les aliments, ou elles peuvent
élaborer des enterotoxines, leur offrant une résistance remarquable & de nombreux agents
physiques et chimiques. Les traitements thermiques tels que la pasteurisation
ou la stérilisation détruisent souvent le germe sans altérer les propriétés biologiques
de ses protéines, c’est ce qui le rend parfaitement redoutable (Larpent, 1997 ; Fauchere,
2002).

3.1.4. Pouvoir pathogéne

Les Staphylocoques dorés possedent des pouvoirs pathogenes invasifs et toxiques,
ces souches ont également la capacité de donner des mutants résistants aux antibiotiques de
part leur habilité a s’approprier des éléments génétiques d’autres bactéries, ces éléments
génétiques mobiles codent d’une part pour la résistance aux ATB et d’autre part
pour des protéines qui augmentent la virulence bactérienne (coagulases). Les souches
de S. aureus élaborent différentes sortes de toxines solubles dans 1’eau qui ont la capacité
de se fixer a la surface des cellules pour former des canaux hydrophiles laissant passer

librement I’eau les ions et les petites molécules (Prescott, 2010).

Le Staphylocoque doré est responsable de Iésions suppuratives et nécrotiques
s’accompagnant de lésions veineuses (Schachter, 1999 ; Fauchere, 2002). Ces lésions

apparaissent sous différents aspects cliniques :

e Infections cutanées suppuratives (furoncles, abces, panaris, et anthrax qui évoluent
entrainant des septicémies).
¢ Infections de la sphére ORL

e Infection des différents visceres

10
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e Infection urinaires et génitales

e Infections respiratoires et pulmonaires

e Endocardites

e Intoxications alimentaires dues a 1’ingestion de I’entérotoxine préformée dans les aliments
(certains aliments contiennent une quantité négligeable de ce germe mais une mauvaise
conservation favorise leur multiplication).

¢ Infection bucco-dentaires.

e Infections généralisés ; septicémies et méningites.
3.1.5. Résistance aux antibiotiques

S. aureus représente un probléeme majeur de santé de par sa multi-résistance.
Habituellement résistant aux B-lactamines, ce germe produit des pénicillinases qui ouvrent
le cycle B-lactame et inactivent I’antibiotique. Les aminosides peuvent aussi subir
des modifications par divers enzymes staphylococciques conférant a cette espece
une résistance a de nombreux antibiotiques comme la gentamycine, 1’amikacine ou encore

la kanamycine (Prescott, 2012).

3.2. Escherichia coli
3.2.1. Généralités

Escherichia coli est I’espece type des Enterobacteriaceae. Ce sont des bacilles
Gram négatif a respiration aérobie-anaérobie, 70% d’entre eux possédent un flagelle,
ils peuvent donc étre mobiles ou immobiles. Cette espéce représente un héte commun
de la microflore commensale intestinale de ’Homme et des animaux a sang chaud,
son établissement dans le tractus s’effectue durant les premieres heures ou journées qui

suivent la naissance (Avril, 1992 ; Prescott 2012).

11
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Figure 04: Observation microscopique d’Escherichia coli (Bioquell)

3.2.2. Classification
Regne : Bacteria
Embranchement : Proteobacteria
Classe : Gamma proteobacteria
Ordre : Enterobacteriales
Famille : Enterobacteriaceae
Genre : Escherichia

Espéce : coli

3.2.3. Habitat

E. coli a été découvert en 1885 par Théodore Escherich dans les selles de nourrissons,
il représente a lui seul la plus grande partie de la flore bactérienne anaérobie de I’intestin
de ’'Homme. Ce germe se rencontre aussi au niveau de diverses mugueuses. Sa présence dans

le milieu environnant est un signe de contamination fécale (Fauchére, 2002).

3.2.4. Pouvoir pathogéne

E. coli peut étre un banal commensal ou un redoutable agent pathogene qui provoque
des pathologies divers de type intestinal ou extra-intestinal. On reconnait au moins 5 types

de souches responsables d’infections intestinales, ces souches produisent des enterotoxines

12
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de deux types ; des enterotoxines thermolabiles (LT) et les enterotoxines thermostables (ST),
engendrant des gastro-entérites infantiles, des diarrhées aigues avec déshydratation,

des colites hémorragiques et des dysenteries.

Dans des localisations extra-intestinales, E. coli peut étre responsable d’infections
urinaires, hépatobiliaires, prostatiques et génitales (Avril, 1992 ; Fauchere, 2002 ;
Tortora, 2012).

3.2.5. Résistance aux antibiotiques

Les souches d’E. coli sont généralement sensibles a la plupart des antibiotiques actifs
sur les Gram négatif, elles ont néanmoins développé des résistances engendrées
par des antibiothérapies abusives, de ce fait 40% des souches sont devenues résistantes
aux amino-peénicillines, aux carboxy-pénicillines et a 1’association amoxicilline-acide
clavulanique par production de pénicillinases. Ce type de souches est non seulement
pathogene mais peut aussi étre un vecteur de transmission de génes de résistance a d’autres
bactéries (Talon, 2004 ; Fred, 2006 ; Paterson, 2006).

3.3. Pseudomonas aeruginosa
3.3.1. Généralités

Les souches de Pseudomonas aeruginosa autrement connues sous le nom de bacilles
pyocyaniques ont été isolées pour la premiére fois en 1882 par Gessard. Ce sont des batonnets
a Gram négatif aérobie stricte. Ils sont fins, droits et tres mobiles grace a une ciliature polaire
monotriche ou multitriche. Ces souches sont dépourvues de spores et de capsules
et apparaissent la plupart du temps isolées ou sous forme de diplobacilles (Schachter, 1999 ;
Singleton, 1999).

13



Apercu bibliographique

Figure 05 : Observation microscopique de Pseudomonas aeruginosa (Bioquell).

3.3.2- Classification
Regne : Bacteria
Division : Proteobacteria
Classe : Gamma proteobacteria
Ordre : Pseudomonadales
Famille : Pseudomonaceae
Genre : Pseudomonas
Espece : aeruginosa
3.3.3-Habitat

P. aeruginosa est un germe ubiquitaire, vivant dans les sols et en milieux humides
(robinets, bouchons, éviers, surfaces des thermometres buccaux...). Cette espeéce peut vivre
en commensale chez ’Homme au niveau de la peau, de I’appareil respiratoire supérieur
et du tube digestif, elle est également retrouvée chez les bovins et les volailles. P. aeruginosa
est fréquent en milieu hospitalier entrainant ’apparition de véritables souches d’Hopital,
qui se développent méme dans ’eau distillée ou salée, et nuisent aux personnes affaiblies

et immunodéprimées. L’exploration instrumentale lors d’examens médicaux (cathéter

14
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veineux, sondes, endoscopies) favorise la pénétration de ce germe dans I’organisme.

(Fauchere, 2002 ; Prescott, 2012).

3.3.4. Pouvoir pathogéne

Les infections par P. aeruginosa sont typiquement de type nosocomial. Cette espéce est
porteuse de plusieurs plasmides et ¢labore différentes sortes d’enzymes et de toxines
(exotoxines, endotoxines, protéases, hémolysines...etc). Les formes pathologiques
qu’elle engendre sont divers (Verhoff et Schmitz, 2000 ; Tortora, 2012) :

¢ Infections pulmonaires

¢ Infections uro-génitales

e Infections ostéo-articulaires

¢ Infections oculaires

e Infections ORL

¢ Infections cutanées (cause majeure de mortalité chez les grands brulés).
e Infections méningées

e Endocardites

e Entérites a bactéries pyocyaniques

e Septicémies.
3.3.5. Résistance aux antibiotiques

P. aeruginosa est un germe trés résistant aux antibiotiques, il produit naturellement
une céphalosporinase qui malgré sa synthése a faible échelle, lui confére une résistance
naturelle aux céphalosporines. Ces souches s’adaptent rapidement aux attaques
médicamenteuses, grace aux caractéristiques de leurs porines qui régularisent le passage
des molécules a travers la paroi cellulaire, c’est ainsi que les antibiotiques seraient pompés
a D’extérieur de la bactérie avant méme d’agir, elles sont aussi capable d’acquérir des génes
codant pour différentes sortes d’enzymes. Outre leur résistance aux [-lactamines,
ces souches se montrent insensibles a 1’action des fluoroquinolones et des aminosides (Kal
et al., 2005; Tortora, 2012).
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3.4. Klebsiella pneumoniae
3.4.1. Généralités

K. pneumoniae est un germe de la famille des entérobactériaceaes. Ce sont des bacilles
Gram négatif, aéro-anaérobie, immobiles et capsulés. Les colonies bactériennes
sont volumineuses, bombées, brillantes et visqueuses, ’aspect visqueux est en étroite

relation aves la capsule qui entoure ces souches (Avril, 1992 ; Fauchére, 2002).

Figure 06 : Observation microscopique de Klebsiella pneumoniae (Bioquell)

3.4.2. Classification
Régne : Bacteria
Embranchement : Proteobacteria
Classe : Gamma proteobacteria
Ordre : Enterobacteriales
Famille : Enterobacteriaceae
Genre : Klebsiella

Espece : pneumoniae
3.4.3. Habitat

K. pneumoniae est une espéce ubiquitaire abondante dans le sol et les eaux,

c’est également un germe commensal que 1’on retrouve au niveau du tube digestif
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et de I’appareil respiratoire des Hommes et des animaux. Ces souches sont opportunistes
et deviennent pathogénes au sein d’un organisme fragilisé et immunodéprimé (diabétiques,
opérées et personnes agees) Elles sont fréquentes dans les selles et peuvent étre signe

d'une contamination fécale (Prescott, 2010).

3.4.4. Pouvoir pathogéne

K. pneumoniae posséde un grand pouvoir pathogene lie a plusieurs facteurs
notamment & sa capsule qui la protége de la phagocytose et qui lui confére un grand pouvoir
invasif. Outre sa capsule, cette espece produit également des sidérophores,

des lipopolysaccharides (LPS) et des adhésines lui permettant de produire un biofilm.

Ce germe cause de fagon opportuniste un type grave de pneumonie, des infections
nosocomiales de types respiratoires (abces pulmonaires, pleurésies), intestinales et urinaires.
(Tortora, 2012).

3.4.5. Résistance aux antibiotiques

Les souches de K. pneumoniae sont naturellement sécrétrices de peénicillinases
chromosomiques de bas niveau ce qui les rend naturellement résistantes aux pénicillines A

(amoxicilline), aux carbapénicilline et aux uréidopénicillines (ticarcilline, pipéracilline).

Comme toutes les Entérobactéries, ces especes peuvent acquérir de nombreux
mécanismes de résistances aux antibiotiques, elles hébergent notamment des plasmides
la rendant résistantes aux céphalosporines et aux aminosides. Ce germe commence
a se montrer résistant a I’imipenéme par acquisition de génes codant pour une métallo-béta-

lactamase situés sur des intégrons (Fauchere, 2002).

3.5. Acinetobacter spp
3.5.1. Généralités

Les souches d’acinetobacter sont des coccobacilles, Gram négatif aérobie stricte.

Ils sont courts, non sporulés parfois capsulés et immobiles (mais pouvant presenter
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une mobilité par saccade résultant de la présence de fimbriae polaire), ils se présentent le plus
souvent par paires (Avril, 1992 ; Fauchére, 2002)

Figure 07: Observation microscopique d’Acinetobacter spp (C.D.C)

3.5.2. Classification

Régne : Bacteria
Embranchement : Proteobacteria
Classe : Gamma proteobacteria
Ordre : Pseudomonadales
Famille : Moraxellaceae

Genre : Acinetobacter
Espece : spp
3.5.3. Habitat

Acinetobacter spp est un germe ubiquitaire, saprophyte, présent dans 1I’environnement
(eaux et sol) et tolérant parfaitement les milieux hostiles. Cette espece est retrouvée
chez ’'Homme, au niveau de la peau, des muqueuses et du tube digestif et fait partie

de la flore normale de 20 a 25 % des sujets sains, environ 30% du personnel hospitalier
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en est porteur. La transmission manuportée semble avoir une importance majeure
dans la dissémination des infections nosocomiales, mais aussi le matériel et les instruments

hospitaliers (appareils d’assistance respiratoire, humidificateurs, tuyaux et sondes)

(Guery, 2009 ; Tortora, 2012)
3.5.4. Pouvoir pathogéne

Les souches d’Acinetobacter spp sont responsables de diverses infections
opportunistes attribuées a leur propriété d’adhérence et a la production de plusieurs types de

toxines, les pathologies qu’elles engendrent regroupent (Bergogne, 1996) :

e Infections urinaires et péritonites chez les sujets dialysés

e Infections oculaires suivant un traumatisme ou port de lentilles.
e endocardites

e méningites secondaires

e septicémies

¢ infections de la peau et des plaies

e pneumonies et infections des voies respiratoires
3.5.5. Résistance aux antibiotiques

Les souches d’Acinetobacter spp expriment plusieurs mécanismes de résistances
aux ATB notamment I’inactivation enzymatique qui leur confére une résistance aux
B-lactamines et aux céphalosporines mais aussi I’expression de systemes d’efflux et la
capacit¢ de modifier la cible de I’ATB, leur permettant d’acquérir des résistantes aux
aminosides (gentamicine, tobramicine et amikacine) et aux quinolones (péfloxacine,

ofloxacine et ciprofloxacine) (Guery, 2009).
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PARTIE Il : Les huiles essentielles

1. Généralités

La norme AFNOR (Association Frangaise de Normalisation) définit les huiles
essentielles comme étant des produits généralement odorants, obtenus a partir de la matiére
premiére naturelle par distillation a I’cau ou par entrainement a la vapeur, ou encore
par des procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe des Citrus, elles seront ensuite séparées
de la phase aqueuse par des procédés physiques. Vu le caractere restrictif de cette définition
qui exclut les produits obtenus par d’autres procédés d’extraction, une définition plus globale
a eté proposée, selon la pharmacopée francaise ; les huiles essentielles seraient des produits
de composition généralement complexe, renfermant les principes volatils contenus

dans les végétaux et plus ou moins modifiés au cours de la préparation. (Bruneton, 1993).

Les plantes produisent beaucoup de métabolites secondaires, certain d’entre eux sont
toujours présents, tandis que d’autres sont synthétisés en réponse a une agression externe
(Roller, 2003). Les HE font partie de ces métabolites secondaires qui assurent divers réles
fonctionnels au sein de la plante. Elles représentent un élément de communication chimigue,
(Bruneton, 1999), elles ont d’une part un effet attractif favorisant la pollinisation et d’autre
part un effet répulsif pour la protection contre les herbivores, elles ont également un effet
toxique sur la germination des especes qui partagent le méme espace (Chouiteh, 2012).
Elles ont méme un réle dans I’inhibition de la germination des organes infectés ou la
croissance des agents pathogénes issus de ces organes. (Nicholas, 1978). Il semblerait aussi
que les HE aient un r6le dans la mobilisation d’énergie lumineuse et la régulation thermique,
car elles réguleraient la transpiration diurne en absorbant les rayons ultraviolets
(Croteau, 1986).

A ce jour, 3000 huiles essentielles sont connues, seulement 300 d’entre elles sont

commercialisées (Burt, 2004).
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2. Constituants :

Les constituants des HE sont des composés organiques a faible poids moléculaire,
ils sont divisés en 4 groupesen fonction de leurs structures chimiques, on distingue :

les terpénes, les terpenoides, les phenylpropenes, et autres.

2.1. Les terpénes :

Les terpénes sont des hydrocarbures formés a partir d’unités isopréniques (CsHg) n.
En général, seuls les terpénes de faible poids moléculaire (de 10 a 20 atomes de carbone) sont
retrouvés dans les huiles essentielles. A noter les monoterpenes, composés de 2 unités
d’isoprénes (C1oH16) et les sesquiterpenes formés de 3 unités isopréniques (CisH24). Quelques
diterpenes (Cy Hsz) peuvent étre retrouves dans les huiles essentielles, cela reste tout

de méme exceptionnel. (Bakkali et al., 2008 ; Bruneton, 2008).

Les terpénes retrouvés dans les huiles essentielles dérivent de 1’acide mévalonique,

lui-méme obtenue a partir du métabolisme des sucres aprés formation de 1’acétyle

coenzyme A.
a-pinene  p-pinene  Alcarene  dlimonene  camphene  myrcene  a-terpinene
(B-phellandrene  sabinene p-cymene  ocimene a-thujene  terpinolene y-terpinene

Figure 08 : Structure chimique de quelques monoterpenes (Mann J., 1987)
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Figure 09 : Structure chimique de quelques sesquiterpénes (Mann J., 1987)

2.2. Les terpénoides :

Les terpénoides sont des terpénes qui ont subit des modifications enzymatiques
par addition d’un atome d’oxygéne (Caballero, 2003), ils peuvent étre regroupés en alcools,
esters, aldéhydes, cétones, éthers, phénols (ex de terpénoides : thymol, carvacrol, linalool,

menthol, géraniol. linalyl acétate).

L’activité antibactérienne des terpénoides est en rapport avec leurs groupements

fonctionnels et la délocalisation d’électrons (Hyldgaard et al., 2012)
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2.3. Les phénylpropeénes :

Les phénylpropenes constituent une famille parmi celle des phénylpropanoides
et qui sont synthétisés a partir du phénylalanine, ils détiennent leur nom des six carbones
aromatiques phénol et des 3 carbones propéne produits lors de la premiere étape
de la biosynthése des phénylpropanoides. Ils représentent un petit pourcentage au sein
des HE, ceux qui ont été les plus étudiés sont I’eugénol, isoeugénol, safrol, vanillil

et le cinnamaldéhyde (Hyldgaard et al., 2012).
2.4. Autres constituants :

Les huiles essentielles contiennent différents produits de degradation comme
des acides organiques de faible poids moléculaire, des lactones et des produits azotés ou

soufrés. (Caballero, 2003), les plus connus sont I’allicin et 1’allyl isothiocyanate.

Chacune de ces classes chimiques possede un ro6le spécifique, les esters
et les aldéhydesont un effet relaxant et calmant, les cétones sont des stimulants
de la régénérescence cellulaire, les terpenes sont des inhibiteurs de 1’accumulation
des toxines dans le corps, ils ont aussi des propriétés stimulantes et antibactériennes.
Les acides et les alcools possedent des propriétés antimicrobiennes et enfin les phénols ;
considérés comme les produits les plus bénéfiques contiennent des taux élevés de molécules

oxygénantes a activité antioxydante (Ghanmi et al., 2010).
3. Propriétés physico-chimiques :

Les huiles essentielles possédent des propriétés physico-chimiques qui les distinguent
des autres molécules ; elles sont liquides a température ambiante, incolores ou jaunes pales
exceptées I’HE d’Azuléne qui est bleu, celle de la Cannelle qui est rougeatre et celle
de I’Absinthe qui est verte. Leur densité est généralement inferieure a 1 a 1’exception
des huiles essentielles de cannelle, giroflier et sassafras. Ces composés sont insolubles dans
I’eau mais solubles dans les alcools, les huiles fixes et la plupart des solvants organiques, ils
possédent un indice de réfraction souvent élevé et sont donc dotés de pouvoirs rotatoires. Leur
point d’ébullition dépend des liaisons van der Waals, qui croit avec la masse moléculaire,

la plasticite et la polarisabilité de la molecule. (Baser et Buchbauer, 2010).

Du point de vu chimique les huile essentielles sont tributaires de plusieurs indices

notamment 1’indice d’acide, I’indice d’ester ou encore I’indice de saponification.
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Le grands désavantages des HE est qu’elles soient altérables et trés sensibles

a l’oxydation, elles ont tendance a polymériser et a former des produits résineux,

elles sont donc de conservation limitée (Bruneton, 1993).

4. Localisation dans la plante :

Les HE n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs, elles sont
particulierement abondantes chez certaines familles comme les Coniferes, les Lamiacées,

les Myrtacées, les Rutacées et les Ombelliferes.

Les huiles essentielles sont synthétisées normalement par des cellules sécrétrices
qui contiennent de la chlorophylle, elles sont ensuite transportées lors de la croissance
de la plante vers d’autres parties ; bois, fruits, écorce, racines, graines. Elles peuvent donc
étre stockées dans tous les organes de la plante. La synthése et 1’accumulation des huiles
essentielles sont associées a des structures histologiques spécialisées, qui sont souvent
localisées sur ou a proximité de la surface des cellules ou des organes. Ces structures sont
spécialement différenciées et variables d’une famille botanique a 1’autre. (Haddouchi, 2008).

On peut donc localiser les HE au niveau des :

e Cellules sécrétrices regroupant des cellules épidermidiques et des cellules internes
retrouvées au niveau du parenchyme cortical, du liber et du bois. Ces structures
sont observées chez les Lauracées, les Magnoliacées et les Pipéracees.

e Organes sécréteurs regroupant les poches sécrétrices observées chez les Myrtacées,
les poils excréteurs chez les Lamiacées et Géraniacées et enfin les canaux sécréteurs chez

les Coniferes et les Ombelliferes (Bruneton, 1999 ; Svoboda et Hampson, 2003).

50 wm

Figure 10 : Poche sécrétrice dans O. dictamnus (Langhammer L., 1986)
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5. Procédés d’extraction

La diversité et la complexité des huiles essentielles rendent le choix des processus
d’obtention délicat. La méthode choisie ne doit pas conduire a la discrimination entre les
composés polaires et apolaires, ni induire de réactions biochimiques, de dégradations
thermiques, d’oxydation, de réduction, d’hydrolyse, de changement de pH ou entrainer une
perte de composés volatils. Il est donc impératif d’adapter a chaque classe botanique
la technique qui lui convient (Bousbia, 2011). Les procédés d’extraction les plus utilisés
(Willem, 2002 ; Zhiri, 2005) sont les suivants :

5.1. L’hydrodistillation

C’est sans doute le procédé chimique le plus ancien, en effet il a été importé en Europe
par les Arabes entre le VII®™ et au le X*™ siécle, mais le principe était déja connu et utilisé
par les Egyptiens au IV®™ siécle aprés J.C. Cette technique est facile & réaliser ; la partie
de la plante contenant la molécule a extraire est placée dans un ballon avec de I’eau
et quelques pierres ponces pour assurer le brassage de la solution, en chauffant, I’eau
s’évapore entrainant avec elle les molécules aromatiques, 1’eau se condense en passant
par le réfrigérant, elle est ensuite récupérée dans un Erlenmeyer ou on distingue clairement
deux phases: une phase aqueuse et une phase organique qui seront transférées

dans une ampoule a décanter pour éliminer 1’eau, il ne restera alors que I’huile essentielle.
5.2. L’entrainement a la vapeur d’eau :

Ce procédé consiste a placer la matiére végétale dans une cuve et faire traverser celle-
ci par de la vapeur d’eau, a la sortie de la cuve et sous pression contrdlée, la vapeur d’eau
enrichie en huile essentielles traverse un serpentin ou elle se condense, un essencier appelé
autrefois vase florentin récolte I’eau et I’huile essentielle, la différence de densité entre

ces deux liquide permet une séparation aisée.
5.3. L’extraction par solvant organique

L’hydrodistillation et 1’entrainement a la vapeur d’eau ont été infructueux avec
certaines plantes comme la rose, le narcisse ou encore le mimosa, qui sont trop fragiles pour
supporter ces procédés, c’est ce qui a poussé les chercheurs a mettre au point de nouvelles

eme

méthodes d’extraction. Ainsi dés le XVIII®'" siécle, des tentatives ont été menées en utilisant

un solvant; D’éther. Cette trouvaille a été trés vite abandonnée a cause des couts
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de production et des risques d’explosion liés au solvant. Ils optérent par la suite
pour I’hexane et le benzéne en raison de leur volatilit¢ et de leur grand pouvoir

de solubilisation

5.4. L’expression

Cette méthode est consacrée a I’extraction des huiles essentielles des agrumes
de la famille des Rutacées (citron, orange, mandarine), elle consiste a faire éclater
mécaniquement les poches a essences (abrasion, perforation) pour recueillir un mélange

d’essences odorantes et d’eau.

5.5. L’enfleurage

Cette technique se rapproche par son principe de 1’extraction par solvant volatil, mais
cette fois-ci on utilise des graisses comme solvants, car elles ont aussi une forte affinité pour

les composés odorants.

5.6. L’extraction au CO, supercritique

Cette méthode utilise le CO, pour dissoudre de nombreux composés organiques,
le CO, doit obligatoirement se trouver entre 1’état liquide et 1’état gazeux, il est donc exposé
a une forte pression et a une température avoisinant les 32°C. Cette technique est trés
prometteuse car le produit obtenu est proche du naturel sans aucune trace de solvant. Le CO,
a aussi I’avantage d’étre inodore, incolore et ininflammable, ce qui assure des conditions

de sécurité supérieures.

5.7. La distillation fractionnée

Ce type de distillation est surtout utilis¢é en parfumerie, elle permet d’isoler
un ou plusieurs constituants de I’huile essentielle, ils seront utilisés par la suite tels qu’ils sont

pour renforcer 1’effet olfactif, ou transformés pour obtenir une nouvelle odeur.
6. Critéres de qualité des huiles essentielles

Pour définir I’action thérapeutique d’une huile essentielle, I’aromathérapie scientifique
exige une connaissance parfaite de la classification botanique des plantes aromatiques, une
connaissance précise de leurs constituants chimiques et une maitrise rigoureuse des

précautions d’utilisation (dosage, posologie, mode d’emploi et contre-indications
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éventuelles). L’obtention d’une huile essentielle de qualité thérapeutique est donc un
processus particulierement délicat car celle-ci doit impérativement répondre & de hombreux
criteres de qualité (Zhiri, 2005).

e La certification botanique :
L’appellation de la plante doit préciser le genre, ’espece, la sous-espece et le cultivar afin
d’empécher toute erreur issue des noms vernaculaires (EX.: Aniba. rosaeodora var.

amazonica).

e L’origine géographique :
Le nom du pays ou d’une région apporte des précisions intéressantes sur le biotope de la

plante aromatique et caractérisera sa composition biochimique particuliére.

e Le mode de culture :
Cette précision permet de distinguer les plantes sauvages des plantes cultivées ou issues de
cultures biologiques (label B10).

e Le stade de développement botanique :

Les caractéristiques des chémotypes dépendent parfois du stade de développement de la

plante (cueillette avant, pendant ou aprés floraison).

e L’organe distillé (ou expressé pour les zestes de Citrus uniquement) :
La composition biochimique des huiles essentielles varie en fonction de la partie ou organe de
la plante distillée.

e Le mode d’extraction :
La composition des huiles essentielles peut varier selon le mode d’extraction utilisé

(distillation, hydrodistillation, expression...etc).

e Le chémotype ou chimiotype :
L’analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse indique
les molécules élémentaires et fondamentales de I’huile essentielle et assure une meilleure

utilisation de celle-ci.
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7. Intérét

Dans le domaine médicale, le role des HE est devenu indéniable puisqu’elles sont
utilisées dans le traitement de divers pathologies, Les HE ont été tout d’abord reconnues
pour leurs propriétés antibactérienne par de La Croix en 1881 (Burt, 2004) plus tard
elles se sont révélées dotés de pouvoirs antiparasitaires (George et al., 2009), insecticides
(Kim et al.,, 2003), antiviral (Astani et al., 2011) antifongique (Silva et al., 2011) et
antioxydant (Brenes et Roura., 2010). On leur attribue également des  pouvoirs
antispasmodiques, diurétiques, expectorants, cicatrisants et sédatives, elles ont également une

action antitoxique, antivenimeuse et anticancereuse (Valnet, 2005 ; Haddouchi, 2008).

Les HE sont largement utilisées dans le domaine agro-alimentaire, elles rentrent
dans la composition de plusieurs aliments notamment les soupes, les sauces et les boissons
non alcoolisées. Elles sont aussi utilisées en boulangeries et confiseries et rentrent méme
dans la composition des aliments destinés aux animaux. Elles sont utilisées dans le stockage

et la conservation des denrées alimentaires.

Les HE sont aussi exploitées par les industries cosmétiques ou elles sont utilisées

dans la fabrication de parfums, baumes, crémes et produits hygiéniques.
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1. Biotope du Thym de Numidie

Thymus numidicus a été récolté au mois d’Avril de I’année 2011, dans la région de
Berrahal. L’espéce a été identifiée au laboratoire de Botanique de la Faculté de Médecine
d’Annaba.

Berrahal est située dans la wilaya d’Annaba a I’extréme Est algérien a une Latitude de
36°50'07" Nord et une Longitude de 7°27'11" Est et a une altitude par rapport au niveau de la

mer égale a 30 m.

Figure 11 : Situation géographique de la région de Berrahal (Google Earth)

1.1. Climat

Toute espece végétale a des exigences vis-a-vis du climat au sein duquel elle évolue.
Celles-ci se traduisent par un certain nombre de besoins climatiques, entre autres des besoins
thermiques pour I'accomplissement de son développement et des besoins en eau pour sa
croissance essentiellement.

Pour connaitre certaines de ces exigences, nous avons collecté les données climatiques
de la région de Berrahal, en se basant sur les trois facteurs climatiques les plus impliqués dans
la répartition des végétaux. Les parameétres etudiés sont : la température moyenne en °C,
la pluviométrie en mm et ’humidité en %, et ce durant la période 2010-2014. Ces données

émanent de la station météorologique Rabah Bitat d’Annaba.
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Afin de caractériser le climat de la région de Berrahal, nous avons réalisé
un diagramme ombrothermique. Pour Bagnouls et Gaussen (1953), la sécheresse n'est pas
nécessairement I'absence totale des pluies, elle se manifeste quand de faibles précipitations se
conjuguent avec de fortes chaleurs. Gaussen (1953) considere un mois sec lorsque le total
mensuel des précipitations exprimé en mm est égal ou inférieur au double de la température

mensuelle exprimée en degrés Celsius, d’ou la formule :

P<2T

Sachant que :
e P = précipitations moyennes du mois en mm

e T =température moyenne du méme mois en °C.

Pour visualiser ces derniers, Gaussen (1953) propose une méthode qui consiste a porter
sur un méme graphe la température et la pluviométrie de sorte que I'échelle des températures
soit le double de celle des précipitations: 1 °C =2 mm. Le diagramme est tracé en portant en
abscisses les mois, en ordonnées a droite I'échelle des précipitations et en ordonnées a gauche

les températures.
1.2. Exigences pédologiques

Le sol est un support extrémement complexe ou se déroulent simultanément
une multitude d’interactions physiques, chimiques et biologiques. C’est a ce niveau que 1’eau,
les minéraux et les oligo-éléments essentiels a la croissance de la plante sont assimilés.
Pour mieux apprécier I’environnement ou 1’espéce étudiée se développe, un échantillon du sol
de la région de Berrahal a été soumis a des analyses au niveau du laboratoire d’étude des sols

d’ASMIDAL, portant sur les paramétres suivants :
1.2.1. Détermination de la texture

La texture du sol fait référence a la taille et a la proportion des particules minérales
dont il est composé, plus spécifiquement & la proportion de sable, de limon et d'argile qu’il
renferme. C’est I'une des propriétés physiques fondamentales du sol puisqu’elle a une
incidence directe sur sa teneur en nutriments, son humidité et sa capacité de drainage.
(Richer de Forges A., 2008).
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Dans la présente étude, la classe texturale du sol a été déterminée par la méthode
de Gaucher (1968) dite méthode de saturation, elle consiste a mesurer le pourcentage
d’humidité du sol et a le comparer a une échelle qui détermine la texture lui correspondant
(Tab.02). Pour cela, 50 g de sol ont été imbibés d’cau, goutte a goutte, puis mélangés jusqu'a
I’obtention d’une pate qui glisse une fois le récipient incliné. Aprés avoir noté le poids du sol
imbibé d’eau, I’échantillon a été porté a 1’étuve a 105°C pendant 24h pour dessiccation.

Le pourcentage d’humidité a été déterminé par la formule suivante :

Y= X3/X%x 100

Sachant que

e X;=poids du sol mouillé - poids du sol sec.

e X,=poids du sol sec.

Tableau 02: Classification des sols selon leur taux d’humidité (Jamagne, 1980)

Pourcentage Texture
d’humidité
<12 Sableuse
12-24 Sablo-limoneuse
24-37,5 Limono-sableuse
37,5-45 Limono-argileuse
45-75 Argilo-limoneuse
>75 Argileuse

1.2.2. Détermination du pH

Le pH influence directement l'assimilabilité des éléments nutritifs par le couvert
végétal. 1l joue un rble essentiel dans [l'activité microbiologique du sol, dans

I'approvisionnement des plantes en eau et dans I'absorption des nutriments par les racines.
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La détermination du pH se base sur la mesure de la concentration en ions hydrogénes
présents dans une solution aqueuse de sol, permettant d’évaluer 1’acidité ou 1’alcalinité
du celui-ci. Afin de déterminer cette valeur, une suspension de sol a été préparée en ajoutant
5 g de sol a 25 ml d’eau distillée a 20°C + 2°C (rapport sol/eau = 1/5). Aprés une agitation
de 30 min, et un temps de repos de 2h environ, la mesure du pH a été réalisée a ’aide
d’un pH-métre (CRISON GLP 21). La valeur ainsi obtenue a été comparée a des valeurs de
référence (Tab.03)

Tableau 03 : Classification des sols selon leur pH (Gauchers et Soltser, 1981)

pH Désignation des sols
3-4,5 Extrémement acide
4,5-5 Fortement acide
5-55 Trés acide
5,5-6 Acide
6-6,75 Faiblement acide
6,75-7,25 Neutre
7,25-8,5 Basique
>8,5 Tres basique

1.2.3. Détermination de la conductivité

La conductivité représente le degré de salinité d’un sol, elle traduit la capacité d’une
solution aqueuse a conduire le courant électrique. Dans la présente étude, une suspension de
sol a été préparée en ajoutant 5g de sol a 25 ml d’eau distillée stérile (rapport sol/eau=1/5).
La suspension a été filtrée, puis 50 ml du filtrat clair ont été récupérés pour analyse.
La conductivité a été mesurée sur le filtrat clair a I’aide d’un conductimétre, elle a été lue a
25°c et les valeurs obtenues (en ms/cm) ont été comparées a des valeurs de référence
(Tab.04).
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Tableau 04: Echelle de la conductivité électrique des sols (U.S.S.L.S, 1954)

Salinité (mS /cm) Salure
0-0,6 Non sale
0,6-1,4 Peu salé
1,4-2,4 Salé
2,4-6 Tres salé

1.2.4. Mesure de la matiére organique :

La matiére organique contenue dans 1’échantillon de sol a été déterminée par la
méthode d’ANNE (1945), le principe étant de procéder a une oxydation de 1’échantillon de
terre préparé pour essai, par une quantité en exces de dichromate de potassium en milieu

sulfurique a température contrélée.

Pour la réalisation de ce dosage, 1g de sol a été traité par 10 ml de bichromate de
potassium (a 8%) et 15 ml d’acide sulfurique concentré. Apres agitation, le mélange a été
placé dans le bloc de minéralisation (DIGIPREP P) stabilisé a 135°C, qui assure la
transformation et la décomposition de la matiére organique que le sol renferme aboutissant a

la libération de substances minérales.

Le dosage de la quantit¢ de bichromate de potassium qui n’a pas réagi avec
I’échantillon permet d’établir la concentration de carbone organique total, il est réalisé par

titration aux sels de Mohr (appareil titrateur metrohm).

L'exces de bichromates de potassium non réduit est titré par une solution de sel
de Mohr en présence de diphénylamine dont la couleur passe du bleu foncé au bleu vert.
La quantité réduite lors de la réaction est en principe proportionnelle a la teneur en carbone

organique, qui est calculée selon la formule suivante :

% C : 3T x (Vo— V) 1000x F/ M x 100

33



Matériel et méthodes

Sachant que :
e T : titre exact de la solution titrante
F : facteur de dilution (=1)

M : prise d’essai en g

Vo . la moyenne des trois mesures de blancs

V : volume de I’échantillon

La teneur en matiere organique est évaluée par 1’application d’un coefficient

multiplicatif (1,724) a la teneur en carbone ainsi obtenu.

MO = % C x 1,724

Tableau 05: Classification des sols selon leur teneur en matiére organique (Soltser, 1981)

Matiere organique (%) Appréciation
<1 Extrémement faible
1-1.5 Tres faible
1.5-2.5 Faible
2.5-35 Moyen
3.5-45 Moyennement élevé
4.5-5 Eleve
>5 Trés élevé

1.2.5. Dosage des cations échangeables.

La capacité d’échange cationique fait référence a la capacité du sol a retenir
et a echanger des éléments nutritifs facilement disponibles pour les plantes.

Les méthodes utilisées pour le dosage des cations échangeables reposent toutes sur le
méme principe ; c’est le déplacement des cations contenus dans 1’échantillon de sol par une

solution mono-ionique, saturation de 1’échantillon par le cation de cette solution puis
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déplacement et dosage de ce cation par colorimétrie, sachant que I’intensité de la coloration
est proportionnelle & la concentration du cation a doser. Les agents de déplacement possibles
sont nombreux mais la méthode la plus utilisée est celle de Schollenberger utilisant lI'acétate
d'ammonium qui complexe le calcium et la 8-hydroxyquinoléine qui complexe le magnésium
(Pelloux, 1971).

Pour la réalisation de ce dosage, I’échantillon de sol a tester a été ajouté a une solution
contenant un mélange d’acétate d’ammonium et de 8-hydroxyquinoléine. L’ensemble a été
agité puis laisse reposer 45 min environ avec des agitations intermittentes, le liquide
surnageant a été ensuite filtré par décantation. Apres dialyse des deux extraits, les dosages ont
été ensuite effectués par colorimétrie en utilisant des indicateurs colorés, soient le
crésolphtaléine complexone pour le calcium et ’EGTA pour le magnésium. L’intensité des
complexes formés a été mesurée respectivement a 590 et 505 nm sur ’auto analyseur

SKALAR (Dabin, 1967 ; INRA 2000).

Le potassium et le sodium ont été dosés par photométrie a flamme. Les solutions
de sol contenant les cations a doser ont été pulvérisées au moyen d’un atomiseur; les
gouttelettes ont €té injectées dans une flamme de gaz butane et 1’intensit¢ de I’émission

lumineuse a été mesurée au moyen d’une cellule photo- électrique.
1.2.6. Dosage du phosphate :

Le dosage du phosphate a été réalisé par technique colorimétrique selon la méthode de
Murphey et Riley (1962).

Afin de réaliser I’analyse, D’extrait de sol a été trait¢ par 1’heptomolybdate
d’ammonium et I’antimoine 3 potassium oxyde tartrate, ces réactifs réagissent en milieu acide
pour former un complexe antimoine-phosphate- molybdéne, de couleur jaune. Le complexe
obtenu a €té ensuite réduit par I’acide ascorbique a 40 °C, la couleur du complexe vire alors
au bleu foncé. La concentration en orthophosphate a été ensuite dosée et lue a 880 nm par

un auto analyseur SKALAR.
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1.2.7. Estimation de la qualité trophique du sol

En absence d’études dévoilant les exigences ecologiques exactes de cette espéce. Nous
avons jugé utile de déterminer quelques caracteres capables de traduire la qualité trophique du
milieu ou se développe le Thym de Numidie. Il s’agit de “la surface foliaire spécifique ” ou
SLA (Specific Leaf Area); le “rapport de masse de matiére séche par unité de matiere
fraiche ” ou LDMC (Leaf Dry Matter Content) (Hodgson et al., 2011) et  le rapport biomasse

racinaire/biomasse aérienne .

e La surface foliaire de la plante représente la somme des surfaces de chacune
de ses feuilles (Ruget et al., 1996 ; Maillard et Bonhomme, 1998), son estimation
a été réalisée sur 60 échantillons de feuilles prises au hasard, dont les longueurs et les
largeurs maximales ont été mesurées (Annexe 01). Pour ce qui est des plantes non

ligulées comme notre espece, la surface foliaire est définie par la formule suivante:

SF = L max (mm) x L max (mm) x 0,5

e La SLA représente la surface spécifique foliaire, elle est définit par la formule

suivante :

SLA = Surface Foliaire (mm?) / masse de la matiére séche (mg)

e [’LDMC représente le rapport de la masse foliaire séche sur la masse foliaire fraiche,

elle est exprimée par la formule qui suit :

LDMC = Masse de la matiére seche (mg) / masse de la matiére fraiche (mg)

La SLA et la LDMC sont des traits importants de I'écologie végétale, car ils sont associés
a de nombreux aspects essentiels de la croissance des plantes et de leur survie (Garnier et al.,
2001). LA SLA définit "I'épaisseur” des feuilles et revét une signification écologique,
physiologique et agronomique particuliere. Selon certaines théories, toutes les réponses des
plantes aux variations internes ou externes sont intégrées dans la SLA (Charles-Edward,

1981). Les plantes des milieux oligotrophes ont des feuilles de petite taille mais assez

36



Matériel et méthodes

épaisses, elles ont une faible SLA et une LDMC élevée, ces deux parametres sont donc
inversement proportionnels.

e Le rapport biomasse racinaire/ biomasse aérienne permet de déterminer si les besoins
de la plantes en azote sont assurés. L’azote joue un role essentiel dans la synthese de
la matiére vivante a partir de la matiére minérale. Il est 1'un des principaux
constituants de la chlorophylle et des protéines.

Les végetaux qui se développent sur un substrat déficient en azote sont en général de

petite taille et vont concentrer leur énergie surtout sur 1’appareil racinaire. Le rapport

biomasse racinaire/ biomasse aérienne y est supérieur a 1.
2. Prédispositions adaptatives

Les espéces végeétales établissent diverses stratégies adaptatives afin de contourner les
contraintes climatiques et environnementales auxquelles elles sont exposées. Pour déterminer

celles qui sont établies par notre espece nous avons déterminé les caracteres suivants :
2.1. Type biologique

Les types biologiques sont considérés comme une expression de stratégie d'adaptation
de la flore aux conditions du milieu. Raunkiaer (1934) définit les types biologiques en
combinant les contraintes majeures de I’environnement. La méthode s’appuie principalement
sur I’adaptation de la plante a la saison défavorable et met 1’accent sur la position des
bourgeons hibernants par rapport a la surface du sol, en s’effor¢ant de classer ensemble les

plantes de formes semblables.
2.2. Phénologie

«La phénologie végétale est I'étude scientifique des variations saisonnieres, de la
croissance et du développement des plantes» (Schnelle, 1955). Celle-ci étudie les cycles
biologiques et leurs liens avec les conditions climatiques. Ces événements se produisent
chaque année a la méme époque, mais leur date exacte varie d'année en année. Les dates
coincidant avec chacun des cycles biologiques peuvent nous informer sur la stratégie
adaptative des plantes vis-a-vis de leur biotope. Durant les 04 années qu’a duré cette étude
nous avons essaye de noter le début et la fin de chacune des phases: végétative et

reproductrice.

37



Matériel et méthodes

2.3. Morphologie

L’observation des différentes parties de la plante sous binoculaire (Zeiss), nous a
permis de déterminer les caractéres morphologiques des feuilles et des tiges de T. numidicus
et de les confronter a la description faite par Poiret (1785 & 1786) dans son fameux ouvrage
“Voyage en Barbarie, ou Lettres écrites de I'ancienne Numidie ”. Ceci nous a permis de
dégager les caractéres morphologiques qui permettent au Thym de répondre aux aléas

abiotiques.
2.4. Structure anatomique

Cette étude a un double intérét :
- Mettre en évidence les différents types tissulaires de notre plante
ainsi gque les organes responsables de la secrétion des huiles essentielles.
- Etudier I’expression anatomique du Thym en rapport avec son biotope naturel.
L’étude histologique a porté sur la feuille, la tige jeune et agée et la racine de ’espéce.

Les échantillons ont été récupérés dans 1’éthanol dilué¢ immédiatement apres la récolte.

» Mode opératoire

Pour pouvoir étudier la structure anatomique des organes vegétaux, il est nécessaire de
savoir effectuer des coupes minces et parfaitement orientées et de pratiquer différentes

colorations (Deysson, 1965).

La double coloration au vert de méthyle-rouge Congo (Langeron, 1934) comprend les

différentes étapes suivantes:

1. Traitement par une solution d’hypochlorite de sodium a 12° pendant 15 minutes qui
détruira le contenu des cellules a I'exception des parois et des membranes cellulaires.

2. Lavage soigné et répété a I'eau distillée.

3. Traitement par l'acide acétique pendant trois minutes; cet acide détruira les traces
d'’hypochlorite pouvant rester encore et facilitera la fixation ultérieure des colorants sur les
membranes (Deyson, 1965).

4. Traitement par le réactif au vert de méthyle a 1 %, pendant cinq minutes; ce reactif
colore en vert les tissus sclérifiés et en jaune verdatre ou brun verdatre la cutine et les

parois subérifiées.
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5. Lavage rapide et répété a I'eau distillée pour éliminer I'exces de colorant.

6. Traitement par le réactif au rouge Congo a 1% pendant 15 minutes; ce réactif colore en
rose les tissus cellulosiques, en se fixant sur les glucanes (cellulose = polymére de
glucane).

7. Lavage rapide et répété a I'eau distillée pour éliminer I'exces de colorant.

8. Montage entre lame et lamelle dans une goutte d'eau distillée pour observation
immeédiate au microscope.

9. Observation des coupes sous microscope photonique pour prise de photos aux

grossissements x10 et x40.
2.5. Adaptation physiologique

Les métabolites secondaires sont des molécules qui ne sont pas directement
impliquées dans les processus de croissance des plantes, contrairement aux métabolites
primaires. Chez les végétaux, ces métabolites secondaires exercent une action déterminante
sur I’adaptation des plantes a leur environnement. Il est reconnu que la quantité de métabolites
secondaires est physiologiquement régulée et qu’elle a un rdéle primordial en maticre
d’adaptation des plantes a la prédation et aux contraintes physiques. Longtemps considéerés
comme des «déchets métaboliques » sous prétexte que leurs concentrations variaient
beaucoup d’une plante a I’autre mais aussi d’un organe a 1’autre, I’écologie a mis en évidence
le réle essentiellement adaptatif et signalétiqgue de ces molécules (Ceballos & Gibernau,
2000). lls participent ainsi, de maniére tres efficace, a la tolérance des végétaux a des stress

variés (attaques de pathogénes, prédations d’insectes, sécheresse, lumiére UV...).
2.5.1. Screening phytochimique
2.5.1.1. Les saponines

La présence de saponines a été déterminée quantitativement par le calcul de I’indice de
mousse, soit le degré de dilution d’un décocté aqueux, donnant une mousse persistante dans
des conditions déterminées. Pour réaliser ce test 2 g de matériel végetal sec broyé ont eté
ajoutés a 100 ml d’eau pour préparer une décoction. Le tout a été porté a ébullition pendant

30 min. Apreés refroidissement et filtration, le volume a été réajusté a 100 ml.

A partir de cette solution mere, 10 tubes allant de 1 a 10 ml on été préparés (le volume

final a été réajusté a 10 ml avec de I’eau distillée). Chacun des tubes a été agité avec énergie
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en position horizontale pendant 15 secondes. Apres un repos de 15 min en position verticale,
la hauteur de la mousse persistante a été relevée (en cm). Pour définir I’indice de mousse il

est nécessaire d’appliquer la formule suivante :

Indice de mousse = hauteur de mousse (en cm) dans le X tube % 5/ 0,0x.

Sachant que x représente le numéro du tube dans lequel la hauteur de la mousse

persistante est proche de 1 cm.

La présence de saponines dans la plante est confirmée avec un indice supérieur a 100.
(Dohou et al., 2003 ; Kouassi et al., 2010).

2.5.1.2. Les flavonoides

Pour le criblage des flavonoides, une solution a base de 5 g de poudre et 150 ml d’HCl
(a 1%) a été préparée, aprés une macération de 24h, le mélange a été filtré. 10 ml du filtrat ont
été ensuite récupérés puis rendus basiques par ajout progressif de NH,OH. L’apparition d’une
couleur jaune atteste de la présence de flavonoides dans le milieu. (Mellouk, 2007).

2.5.1.3. Les tannins

Une solution méthanolique a été préparée a partir de 1,5 g de matériel végétal sec
et 10 ml de méthanol a 80 %. Apres 15 minutes d’agitation, 1’extrait a été filtré puis mis dans
un tube. L’ajout de FeCls (& 1 %) permet de détecter la présence ou non de tanins. La
présence de tanins est exprimée par un virage de la couleur au bleu noir pour les tanins

galliques et au brun verdatre pour les tanins catéchiques. (Dohou et al., 2003).
2.5.1.4. Les alcaloides

La recherche d’alcaloide a été realisée en utilisant le test de Dragendorff et Meyer
(Waldi, 1965 ; Trease et Evans, 1989). Elle a nécessité la préparation d’une solution a partir
de 2 g de poudre de matériel végétal et 2 ml de NH,4 (dilué a 1/10). La solution a subit une
macération pendant 15 min, elle a été ensuite agitée puis filtrée. Apres ajout de 4 ml d’HCI
(dilué a 1/10), le filtrat a eté déposé dans une ampoule a décantation. La phase aqueuse acide
a été récupérée puis partagée en deux tubes. Le réactif de Meyer a été ajouté a ’un et le

réactif de Dragendorff a 1’autre, la variation de couleur exprime la présence d’alcaloides.
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2.5.1.5. Les terpenes

A partir de la matiere végétale seche, un extrait aqueux a été préparé (100 g de poudre
et 500 ml d’eau distillée). Le mélange a été exposé a une température allant de 90 a 100°C
pendant 2 heures puis filtré. Au filtrat ont été ajoutés successivement ; 5 ml de chloroforme,
2 ml d’anhydride acétique (réaction de Liebermann Bruchard) et enfin quelques gouttes
d’acide sulfurique. La formation d’un anneau violet-bleu ou vert a I’interphase des deux

liquides indique la présence de terpenes. (Yemoa et al., 2008 ; Rasool et al., 2010).
2.5.1.6. Les coumarines

Un extrait a été tout d’abord réalisé a partir d’une macération de 1 g de poudre dans
20 ml d’éther pendant 24h. 5 ml d’extrait éthéré ont été évaporés a sec. A cet extrait 2 ml
d’eau chaude puis 1 ml de NH,OH (a 25 %) ont été ajoutés. Le mélange a été observe sous
UV a 366nm. La présence de coumarines est exprimée par une coloration bleu intense.
(Badiaga, 2012).

2.5.2. L’huile essentielle
2.5.2.1. Extraction et calcul du rendement

L’huile essentielle a été extraite par procédé d’hydrodistillation, au niveau du
laboratoire de Biologie végétale du département de Pharmacie, (Faculté de Médecine
d’Annaba).

Pour cela, 100 g de feuilles préalablement séchées a ’ombre ont été émiettées puis
mises dans un ballon avec une quantité d’eau distillée, le ballon a été par la suite porté a

ébullition sur un chauffe ballon.

Les huiles essentielles entrainées par la vapeur se dirigent vers un réfrigérant ou elles
subissent une condensation donnant naissance a deux phases ; une phase organique et une
phase aqueuse. Les deux phases ont été séparées par décomptage et 1’huile essentielle obtenue
a été récupérée dans un flacon en verre hermétique opaque, puis conservée a 4°C dans un

endroit sec a I’abri de la lumiére. (Willem, 2004).
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Le rendement est définit comme étant le rapport entre la quantité d’huile essentielle
récupérée et la quantité de la matiere végétale seche traitée (AFNOR, 1986), il est exprimé en

pourcentage selon la formule suivante :

R=Py/P2x100

Sachant que
e R :rendement de I’huile essentielle
e Py : poids de I’huile essentielle récupérée en gramme

e P, : poids de la matiere végétale seche en gramme
2.5.2.2. Analyse des constituants chimiques de I’huile essentielle

La composition chimique de I’huile essentielle a été¢ déterminée par la technique de
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectroscopie de masse (CG/MS). Elle a été
effectuée au niveau du Centre Nationale de la Recherche Scientifique et Technologique de
Rabat, Maroc.

e Principe de la technique

La chromatographie en phase gazeuse est la méthode la plus adaptée pour 1’analyse
des huiles essentielles, vue la volatilité des constituants, elle est basée sur la répartition des
analytes entre une phase stationnaire et une phase gazeuse. La phase stationnaire est
constituée d’un liquide a base de silicone qui imprégne une matiere solide inerte et
granuleuse, I’ensemble est contenu dans une colonne en acier ou en verre de 1 @ 3m de long
généralement enroulée sur elle-méme, et de 2 a 4mm de diametre. La phase mobile est un gaz
vecteur inerte comme [’azote, I’hélium ou I’argon. La colonne est maintenue a une
température élevée par I’intermédiaire d’un four. Sous I’effet de la température les analytes se
volatilisent et deviennent séparables. La base de la séparation correspond a la différence des

coefficients de partage des analytes volatiles entre la phase stationnaire et la phase gazeuse.

Cette méthode est réalisée de nos jours avec des colonnes capillaires faites de verre ou
de métal d’un diametre allant de 0.3 a Imm. Un systeme de détection permet de créer un
signal a la sortie de chaque molécule de la colonne, ce signal se traduit par I’enregistrement

des pics correspondants a chaque analyte.

42



Matériel et méthodes

La CG est couplée a un spectroscope (SM), le couplage se base sur la comparaison

informatique du spectre d’un pic inconnu avec une ou plusieurs librairies de référence,

permettant son identification. Pour que cela soit possible, il faudrait que le niveau de

similitude des spectres (inconnu et référence) soit suffisant et que les indices de rétention

soient identiques. (Bouchonnet, 1999).

e Protocole:

Appareillage : chromatographe a phase gazeuse (Trace GC ULTRA) couplé a un

spectrométre de masse (Polaris O MS a trappe ionique)

Type d’ionisation : X El (70 eV)

Solvant: Acétate d’éthyle

Colonne: VB-5 (Methylpolysiloxane a 5% phenyl), 30m* 0.25mm* 0.25 pm.

e Conditions de separation

Volume d’injection 1l
Température d’injection 220°C
Température d’interface 300°C
Mode d’injection Split
Gaz vecteur Hélium
Débit 1.4 ml/min
Rampe (°C /min) Température finale (°C) | Temps (min)
40 2.00
4 180 2.00
20 300 2.00

o Température de la source d’ionisation : 200°C

e Base de données utilisée : NIST/EPA/NIH MASS SPECTRAL LIBRARY Version

2.0 a, build jul 1 2002.
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3. Etude thérapeutique

3.1. Evaluation de D’activité antiradicalaire de I’huile essentielle (Effet scavenger du
radical DPPH) :

» Principe

Le DPPH (2,2- diphenil-1-picrylhydrazyl) est I’'un des premiers radicaux libres utilisés
pour étudier la relation structure-activité antioxydante (Brand-williams, 1995). C’est
un radical libre stable possédant un électron d’azote non apparié, ce qui empéche la
polymérisation du composeé, qui reste sous une forme monomérique relativement stable
a température ambiante. Cet état induit ’apparition d’une couleur violet foncée qui disparait
lorsque le DPPH est réduit en présence d’un antioxydant, passant du violet au jaune pale

(Maataoui et al., 2006 ; Villano et al., 2007).

L’activité antioxydante d’un extrait de plante est déterminée par suivi
spectrophotométrique (a 517nm) du virage coloré de la solution (Gulcin et al., 2003 ;
Molyneux, 2004 ; Roginsky et Lissi 2005). L'intensité de la couleur est inversement

proportionnelle a la capacité de I’antioxydant a donner des protons (Sanchez-Moreno et al.,

2002).
. %
g .
AH ——= H '
* f‘Q‘” %+ A

DFPH-H

Figure 12: Mécanisme réactionnel du test DPPHe entre 1’espéce radicalaire DPPHe et un
antioxydant (AH) (Michel, 2011).

» Mode opératoire :
La solution de DPPH a été préparée par la solubilisation de 2,4 mg de DPPH dans
100 ml de méthanol (elle ne se conserve pas plus de 4-5 jours a I’obscurité).
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Un volume de 100 pl d’huiles essentielles (a différentes concentrations) a été ajouté a
2 ml de la solution de DPPH. Le mélange réactionnel a été agité vigoureusement puis incubé

pendant 30 min a 1’obscurité. Les absorbances ont été mesurées a 517 nm contre le blanc
(DPPH/méthanol).

L’inhibition du radical libre DPPH par des antioxydants synthétiques de réference
(BHT, acide ascorbique) a également été réalisée dans les mémes conditions.

NB : IL est nécessaire d’effectuer 3 répétitions pour chaque concentration de 1’huile

essentielle.

e Expression des résultats :

L’activité antiradicalaire exprime la capacité de I’antioxydant a piéger le radical libre,
elle a été estimée en pourcentage de decoloration du DPPH en solution dans le méthanol.

Le pourcentage d’activité antioxydante a été calculé selon I’équation suivante :

% d’inhibition = [Abs contrdle-Abs échantillon / Abs contréle] x 100.

Sachant que Abs contrdle représente 1’absorbance du blanc (DPPH/méthanol).

La réalisation d’une cinétique de 1’activité antiradicalaire a permis la détermination du
parametre 1C50, défini comme étant la concentration d’antioxydant requise pour diminuer
la concentration initiale de DPPH de 50%, elle est inversement proportionnelle a la capacité
antioxydante.

45



Matériel et méthodes

3.2. Etude de Pactivité antibactérienne de I’huile essentielle
e Souches bactériennes

Les tests ont été effectués sur un total de 50 souches, incluant des souches cliniques
ainsi que des souches de référence.

Ces souches nous ont été fournies par le laboratoire de microbiologie meédicale du

département de pharmacie (Faculté de Médecine d’Annaba).

Tableau 06 : Répartition des souches tests

Espéce Famille Nombre
Escherichia coli ) 10
Enterobacteriaceae
Gram- Klebsiella pneumoniae 10
Acinetobacter spp. Moraxellaceae 10
Pseudomonas aeruginosa 9
. Pseudomonaceae
Pseudomonas aeruginosa 1
VIM-2
Gram+ Staphylococcus aureus Micrococcaceae 10
méticilline résistant.

3.2.1. Etude du comportement des souches isolées vis-a-vis des antibiotiques

Le but de la réalisation d’un antibiogramme est de prédire la sensibilité d’un germe
a un ou plusieurs antibiotiques dans une optique essentiellement thérapeutique. Il sert

également :
> A lasurveillance épidémiologique de la résistance bactérienne.

» A TI’identification bactérienne par la mise en évidence de résistances naturelles.
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La sensibilité aux antibiotiques a été étudiée par la méthode de diffusion en milieu
solide (méthode des disques) qui permet de déterminer la sensibilité des bactéries a croissance
rapide vis-a-vis d’une gamme d’antibiotiques (Cavallo, 2007), ces derniers ont été
sélectionnés selon la recommandation du Comité de I’ Antibiogramme de la Société Frangaise
de Microbiologie (CASFM, 2012), le choix repose d’une part, sur 1’identification du genre et
son profil habituel vis-a-vis des antibiotiques et d’autre part sur le spectre d’activité de chaque
antibiotique. (Cavallo, 2007).

Le milieu retenu pour la majorité des especes bactériennes est celui de Muller —
Hinton, ce milieu permet la croissance de nombreuses bactéries, et ne contient pas

d’inhibiteurs des antibiotiques.
e Mode opératoire
» Préparation de ’inoculum

A partir d’une culture pure de 24 heures sur milieu gélosé non sélectif, une suspension
bactérienne a été préparée dans 1’ecau physiologique stérile (0,9 % NaCl), de fagon a obtenir

un inoculum équivalent au standard McFarland 0,5 (10° UFC/ml).

» Ensemencement
L’ensemencement a ¢té réalisé par écouvillonnage selon les recommandations du

CASFM (2012) et ce, en procédant aux étapes suivantes :

- Couler tout d’abord le milieu MH (4mm d’épaisseur) dans une boite de Pétri et laisser la
gélosese solidifier. -

- Plonger un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne et laisser s’imbiber.
- Sortir I’écouvillon du tube en 1’essorant doucement sur la paroi.

- Ensemencer la gélose en frottant I’écouvillon sur sa surface et en tournant la boite 3 fois de

60° afin d’assurer une bonne distribution de I’inoculum.
- Laisser sécher les boites pendant 15 a 20 min.

» Application des disques

Déposer les disques d’antibiotiques a la surface de la gélose a I’aide d’une pince
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bactériologique préalablement flambée, une fois appliqué le disque ne doit pas étre

déplace.
> Incubation
Incuber les boites a 1I’étuve a 37°C pendant 24 heures. (Fauchere, 2002 ; Aissa, 2004)
» Lecture
Pour chaque souche, et pour chaque antibiotique :
e Mesurer avec précision en millimétre le diamétre de la zone d’inhibition.

e Reporter cette mesure sur 1’échelle de concordance correspondante indiquant si la
bactérie est sensible (S), intermédiaire (I) ou résistante (R) a I’antibiotique. (Carret,
2004)

Anse de platine Ecouvillon
—- - é
7
Culture pure de 24h Préparation de ’inoculum Prélevement
(1) @)

Inhibition Absence d’inhibition Pince stérile

Incubation

~—
37°C Pd 24h

Lecture Application des disques &8 ATB Ecouvillonnage

(6) (5) )]

Figure 13: Technique de I’antibiogramme par la méthode de diffusion en disque
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Tableau 07 : Valeurs des diamétres critiques des antibiotiques testés (CASFM, 2012)

B-lactamines

Aminosides
Phénicolés
Tétracyclines
Macrolides
Polypeptides
Sulfamides-triméthoprimes

Quinolones
Fluoroquinolones

Autres

Pénicillines

Carbapenemes
Monobactames

Céphalosporines

ATB

Pénicilline G
Amoxicilline
Amoxicilline/
acide
clavulanique
Ticarcilline
Ticarcilline/
acide
clavulanique
Pipéracilline
Imipenéme
Aztreonam
Céfoxitine
Céfotaxime
Céftazidime
Céfazoline
Gentamicine
Amikacine

Chloramphénicol

Tétracycline

Erythromycine

Colistine

Triméthoprime/
sulfaméthoxazole

Acide
nalidixique

Ciprofloxacine

Pefloxacine
Fosfomycine
Rifampicine

Sigle
du
disque
P
AMX
AMC

TIC
TCC

PIP
IPM
ATM
FOX
CTX
CAZ
(074
GN
AK

TE

CT
SXT

NA

CIP
PF
FOS
RA

Charge du
disque

6ug
25 g
20/10 pg

75 1g
75/10 pg

75 g
10 ug
30 g
30 g
30 pg
30 g
30 ug
15 ug
30 g

30 ug
30 Ul

15 Ul

50 pg
1,25/23,75ug

30 g

5 ug
5 ug
50 pg
30 ug

Diametres critiques

(mm)
Sensible Résistante
>29 <18
>23 <16
>23 <16
>24 <22
>24 <22
>22 <18
>24 <17
>23 <21
>22 <15
>26 <23
>21 <19
> 18 <12
> 18 <16
>17 <15
>23 <19
>19 <17
>22 <17
>15 <15
>16 <10
>20 <15
>25 <22
>22 <16
> 14 <14
>19 <14
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3.2.2. Evaluation qualitative de ’activité antibactérienne (aromatogramme)

L’activité antibactérienne de 1’huile essentielle testée a été évaluée par la méthode
de diffusion en milieu gélosé ou aromatogramme. La réalisation de 1’aromatogramme repose
sur le principe de la technique de I'antibiogramme. Les souches tests ont été ensemencées sur

milieu Mueller Hinton (par écouvillonnage) selon les recommandations du CASFM (2012).

Deux disques stériles ont été déposeés a la surface de la gélose, I'un imprégné d'huile
essentielle pure (10 ul), l'autre est un disque témoin vierge de toute substance. Apres
une incubation de 24 h a 37 °C, nous avons procedé a la lecture des résultats en mesurant
le diameétre des zones d’inhibition formées autour des disques. L’importance des diamétres

des zones d’inhibition refléte I’impact de 1’huile essentielle sur les souches bactériennes.

3.2.3. Evaluation quantitative de I’activité antibactérienne (calcul des CMI)

La CMI représente la plus faible concentration d’huile essentielle a laquelle aucune

poussée bactérienne n’est observée.

Le calcul de la CMI a été réalisé par la méthode de l'incorporation en milieu gélosé
selon les recommandations du CASFM (2012). A partir d’une solution meére, des dilutions de
I’huile essentielle ont été préparées dans le DMSO, qui semble étre le solvant idéal pour sa
miscibilité avec I’HE et son innocuité vis-a-vis des microorganismes. Les dilutions ainsi
obtenues ont été incorporées au milieu Mueller Hinton en surfusion puis coulées dans des
boites de Pétri. Apres séchage du milieu, des échantillons de chacune des souches tests ont été
déposés a la surface de la gélose (sous forme de spots). Apres une incubation de 24 h a 37°C,
nous avons procede a la lecture des résultats, la distinction entre les souches sensibles et les
souches résistantes se fait selon qu’il y- ait poussé ou non des souches a leur emplacement
(Benjilali et al, 1986 ; Billerbeck et al, 2002).

3.2.4. Recherche de la CMB

La CMB représente la plus faible concentration d’huile essentielle qui détruit 99,9%
de I’inoculum bactérien, ce qui correspond a un dénombrement bactérien inférieur a un
intervalle compris entre 10* et 102 UFC/ml aprés 24h d’incubation (I’inoculum initial étant

entre 10° et 10%). Des prélévements d’échantillons ont été effectués sur chacune des boites
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n’ayant montrées aucune croissance bactérienne lors du test précédent, ces prélevements ont
été ensuite repiqués sur gélose nutritive puis incubés a 37 °C pendant 24h (Haddouchi,
2009).

La concentration minimale bactéricide correspond a la plus faible concentration

d’huile essentielle pour laquelle aucune croissance n’a été observee.
3.2.5. Synergie huile essentielle/antibiotique

Pour la réalisation de ce test, nous avons choisi de travailler sur la souche
Pseudomonas aeruginosa VIM-2, isolée au niveau de ’unité des soins intensifs du CHU
d’Annaba (Touati et al., 2013). Notre choix s’est porté sur cette souche car elle est
productrice d’une metallo-B-lactamase, la rendant résistante a I’imipenéme. Ce dernier étant
un antibiotique puissant de la famille des B-lactamines, il agit sur un large spectre bactérien et
est doté d’une grande stabilité vis-a-vis des B-lactamases (Chun-Xin et al., 2006 ; Gral et al.,
2011). Les souches de Pseudomonas aeruginosa sont de phénotypes sauvages sensibles a
I'imipenéme, elles sont néanmoins dotées d'une grande plasticité et d'un pouvoir d'adaptation

inout, impliquant I'apparition de souches résistantes dont le taux ne cesse d'augmenter.

Le but de cette etude est de mettre en évidence la potentialisation de I’effet de

I’imipenéme, une fois associé a I’HE de T. numidicus.

La méthode utilisée est celle du «checkerboard» qui consiste a déterminer tout d’abord
les CMI de I’huile essentielle et de 1’antibiotique seuls, puis a déterminer leurs CMI lorsqu’ils
sont en association et ce, en réalisant une gamme bidimensionnelle des composés a tester afin
de démontrer que la combinaison d’agents peut exercer des effet inhibiteurs qui sont soient
supérieurs a la somme de leurs effets seuls (synergie), soient inférieurs a ceux-la
(antagonisme) (Odds, 2003 ; Wagner et Ulrich-Merzenich, 2009).

Apreés avoir déterminé les CMI de I’HE et de I’imipenéme seuls (poudre lyophilisée du
laboratoire MSD), nous avons procédé a la détermination de la CMI de la combinaison.
Le test a éte réalisé sur milieu MH, auquel ont été incorporées différentes concentrations
d’huile essentielle (de 0,5 % a 0,06 %) et d’ATB (de 16 pg/ml a 2 pg/ml), combinées dans
un ordre vertical et horizontal. Une fois coulé et refroidi, le milieu a été ensemencé avec la
souche VIM-2.
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Aprés une incubation de 24 h a 37°c, nous avons procédé au calcul de I’Indice de

Concentration Inhibitrice Fractionnaire “FICI” selon la formule suivante :

FIC ne = CMI He combinge/ CMI HE seule
FIC ATB = CMI atB combine/ CMI ATE seul
FICI= FIC ye +FIC aTB

Afin d’interpréter les résultats, Odds (2003) a proposé la classification suivante :
-1l existe une synergie entre HE et ATB lorsque le FICI est inférieur ou égal a 0,5.
- Il n’y a pas d’interaction entre ’HE et I’ATB lorsque le FICI est compris entre 0,5 et 4.

- Il y a antagonisme lorsque le FICI est supérieur a 4.
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Résultats et discussion

1. Biotope du thym de Numidie

e Description du site

Le site ou se développe T. numidicus est situé a proximité d’une zone urbaine, il est trés
dégradé et sujet a une anthropisation marquée. C’est un maquis de Chéne liege, en bas
d’une plantation d’Eucalyptus. Le Thym se développe sur une pente assez accentuée

(15%) avec affleurement de roches.

Photo 1 : Site de récolte du Thym de Numidie (Cliché de Kouch M.)
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Le Thym se développe parmi un cortege floristique constitué (entre autres) des especes

suivantes :

Tableau 8 : Composition floristique du site (surface de 100 m?).

Nom scientifique Nom commun Famille % de
recouvrement
Thymus numidicus Poiret. Thym de Numidie Lamiacées 20%
Olea europea L. Olivier sauvage Oléacées 5%
Phylleria angustifolia L. Filaire a feuille étroite Oléacées 5%
Myrtus communis L. Myrte commun Myrtacées 5%
Biscutella didyma L. Biscutelle Brassicacées +
Silene gallica L. Siléne de France Caryophyllacées +
Linum usitatissimum L. Lin Linacées +
Asphodelus microcarpus L. Asphodéle a petits fruits Liliacées 40%
Daphne gnidium L. Garou Thymelaeacées +
Bellis annua L. Paquerette annuelle Asteracées +
Anagallis phoenicia L. Mouron rouge Primulacées +
Calycotome villosa (Poir.) Link. Calicotome velu Fabaceées +
Galactites tomentosa Moench. Chardon laiteux Asteracées 5%
Aira cupaniana Guss. Canche de Cupani Poacées +
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Photo 2 : Abondance de I’ Asphodé¢le dans le site de récolte (Cliché de Kouch M.)

L’abondance de I’Asphodele est indicatrice d’une dégradation poussée du milieu et
d’un surpaturage, vu que cette plante est non palatable. C’est une espéce anthropozoique
(anthropo- et -zoique, gr. « vie, existence »), adj.;ere anthropozoique « période caractérisée
par I’apparition de I’lhomme ». Ce site est donc fortement anthropisé.

La présence de cette espece dénote un substrat argileux, non salé (puisque I’asphod¢le

ne tolére pas la salinité), sol pauvre en matiére organique et sec (Tela Botanica, 2014).
1.1. Climat

D’aprés les données climatiques de la zone d’étude (Tab 09), les températures les plus
faibles ont été enregistrées au mois de février qui est le mois le plus froid avec une
température moyenne de 10,78°C. Le mois le plus chaud est le mois d’aout avec une
température moyenne de 25,7°C. La différence entre ces deux valeurs permet de fixer
I’amplitude thermale de la région a 14,92°C. La température moyenne annuelle est de
17,96°C et la pluviométrie annuelle est de I’ordre de 617,08 mm. Février est le mois le plus
arrosé avec 100,5 mm de précipitations, le mois le plus sec est le mois de juillet avec
1,02 mm.

La région de Berrahal est caractérisée par un fort taux d’humidité avec pas moins de
75,6% relevé au mois d’aout, le maximum a ¢été atteint au mois d’avril avec 82,8%
d’humidité. Le facteur de compensation de I'numidité peut jouer, un réle important dans le

maintien du couvert végétal.
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Tableau 09 : Moyennes mensuelles des températures, des précipitations et de I’humidité de la région
de Berrahal durant la période 2010-2014

. Jan Fév Mar Avr Mai Juin Juil Aou Sept Oct Nov Déc
T(°C) 11,66 10,78 13,04 1566 17,94 224 2518 257 2356 205 16,2 129

P(mm) 7496 1005 80,62 39,56 32,06 6,3 1,02 8,74 39,72 7124 9544 66,92
H() 816 798 824 828 81 786 762 756 79 804 768 76,2

D’apres la classification de Koppen (Peel et al., 2007), Le climat de la région de

Berrahal est de type Méditerranéen (Csa), puisqu’il remplit les conditions suivantes :

e La température moyenne du mois le plus froid est comprise entre O et 18°C et celle du
mois le plus chaud est supérieure a 10°C, donc le climat est tempeéré (C).

e Les précipitations du mois le plus sec sont inferieures a 40 mm, elles sont aussi
inferieures aux précipitations du mois le plus humide en hiver, donc 1’été est sec (s).

e Les températures moyennes des mois d’été sont supérieures ou égales a 22°C, donc

1été est chaud (a).

Les especes de Thym s’épanouissent parfaitement dans le bassin méditerranéen, car ce

sont des especes thermophiles typiques des prairies seches.

e Diagramme ombrothermique

Le diagramme ombrothermique (Fig. 14) de la région de Berrahal révele que le climat
de cette zone est un climat tempéré chaud avec un été sec. La saison séche s’étale du mois de

mai au mois de septembre.

Tableau 10: Caractéristiques climatiques de la région de Berrahal

Température moyenne annuelle (°C) 17,96
Amplitude thermique (°C) 14,92
Précipitations totales (mm) 617,08

Nombre de mois secs 5
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En effet les histogrammes des précipitations des mois de mai, juin, juillet, aout et
septembre restent sous la courbe des températures moyennes enregistrées durant ces cing
mois. On distingue donc deux périodes; une période séche qui débute au mois de mai et qui
finit au mois de septembre ; elle dure 05 mois et une période humide qui commence au mois

d’octobre et qui se termine au mois d’avril.

60 120
B P (mm)

50 T (°C) 100

40 - 80

60

40

20

0
S

Figure 14 : Diagramme ombrothermique de la région de Berrahal (2010-2014)

1.2. Exigences pédologiques

Les résultats de I’analyse du sol ou la récolte de I’espéce a été effectuée sont

représentés dans le tableau n° 11 et 12.
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Tableau 11: détermination de la texture du sol

Poids du sol mouillé (g) 71,39

Poids du sol aprés dessiccation (g) 40,28

Pourcentage d’humidité 77,23
Texture Argileuse

Tableau 12 : Etude physicochimique du sol

Parametre Valeur
pH 6,45
Calcium 54,17 mg/mi
Magneésium 13,93 mg/ml
Potassium 9,40 mg/ml
Sodium 2,45 mg/ml
Phosphore 0,39 mg/ml
Matiére organique 0,53%
Conductivité 0,005 mS/cm

1.2.1. Détermination de la texture

La caractérisation pédologique de la région ou la récolte de I’espéce a été effectuée est
nécessaire, vue l’influence directe de I’environnement de la plante sur la composition
chimique de ses extraits ainsi que leur activité biologique (Karousou et al., 2005 ;
Thompson et al., 2003). .

L’analyse réalisée dans la présente étude nous a permis de definir le sol de la région
de Berrahal comme étant argileux. Ces types de sol sont lourds et compacts, ils retiennent
bien I’eau et les minéraux, c’est ce qui en fait des sols tres fertiles, ils sont néanmoins mal
aerés et mal drainés du fait de leur manque de porosité, ils ont donc tendance a étre collant

en hiver et a craqueler en éteé.
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1.2.2. Détermination de la conductivité

Le sol de la région de récolte est non salé ceci pourrait suggérer que le Thym de

Numidie est non tolérant a la salinité.

1.2.3. Détermination du pH

Le sol posséde un pH de 6,45, ce qui concorde avec sa texture car d’aprés le CRAAQ
(2003), les sols argileux ont des pH qui varient entre 6 et 7, ils sont donc considérés comme
des sols faiblement acides. D’aprés Doucet (2006), la plus part des plantes se développent
dans des sols a pH avoisinant 6,5 et s’accommodent d’un écart de pH atteignant une unité. En
effet ce pH est le plus adapté au développement des bactéries fixatrices de minéraux et des
vers de terre qui transforment les composés organiques en éléments minéraux assimilables par
les racines. Ce processus biologique appelé minéralisation remet en circulation des minéraux
qui constituent une réserve d’éléments nutritifs, et qui comblent une partie des besoins de la

plante.

1.2.4. Détermination du taux de matiere organique

D’aprés la classification des sols de SOLTSE (1981), I’extrait de sol étudié est
faiblement enrichi en matiére organique (0,53 %), cela peut étre attribué¢ d’une part au faible
taux de recouvrement végétal dans cette station et d’autre part au fait que 1’espéce se trouve

sur une pente sur un sol érodé, la matiére organique y est lessivée par les eaux pluviales.

1.2.5. Détermination de la teneur en minéraux

Lorsque le pourcentage de matiére organique d’un sol est inferieur a 30%, celui-ci est
considéré comme étant minéral. En effet le sol étudié est essentiellement riche en minéraux
spécialement en calcium (54,17mg/ml) et en magnésium (13,93 mg/ml). Le taux de potassium
(9,40 mg/ml) est aussi non négligeable. Vis-a-vis de la richesse du sol en calcium, on peut
dire que le Thym est soit calcifuge ou tolérant puisque, dans la région, le Thym de Numidie

accompagne souvent le Chéne liege qui est un calcifuge avére.
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1.2.6. Estimation de la qualité trophique du sol
1.2.6.1. Rapport biomasse racinaire sur biomasse aérienne

Ce rapport est égal a 0.67, donc inférieur a 1. Ce qui laisse supposer que ’apport

en azote est satisfaisant (Annexe 03).

Afin de déterminer les stratégies de gestion des ressources hydriques, nous avons
calculé ; la surface foliaire de la feuille (SF), la surface foliaire spécifique (SLA) et le
LDMC (Leaf Dry Matter Content).

1.2.6.2. Détermination de la surface foliaire

Tableau 13: Détermination de la surface foliaire

M1 (mm) M2z (mm) E1 E> SF (mm?)

11,575 3,125 4,72 0,96 18,08

Mi: moyenne des longueurs; My: moyenne des largeurs; Ei: écartype des longueurs

E» : écartype des largeurs ; SF : surface foliaire.

1.2.6.3. Détermination de la SLA et la LDMC

Tableau 14 : Détermination de la SLA et de la LDMC

P1 (mg) P2 (mg) SF (mm?2) SLA (mm?/mg) LDMC

3 0,8 18,08 22,6 0,26

P1: poids moyen d’une feuille fraiche; P2 : poids d’une feuille aprés dessiccation pendant 2h a 105°C;
SF : surface foliaire ; SLA : surface spécifique de la feuille ; LDMC : rapport de la masse de matiere seche par
unité de matiére fraiche.
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Les plantes a fort LDMC et & faible SLA sont des plantes & feuilles coriaces.
A l’opposé, on trouve que les plantes de type herbacé sont afort SLA
et a faible LDMC. C’est le cas du Thym dont les feuilles sont assez tendres et pauvres en

matiere séche. Ceci prouve que le niveau trophique du substrat n’est pas un facteur limitant.

2. Prédispositions adaptatives

La Numidie orientale est caractérisee par un climat meéditerranéen a pluviosité
concentrée durant les saisons froides, avec un été chaud et sec (Emberger, 1954). En réponse
a ces conditions climatiques, le Thym de Numidie présente plusieurs aspects qui lui
permettent de se trouver une niche écologique trés significative (Bennadja, 2007). Dans la
Numidie orientale, on le rencontre sur argile de Numidie et sur gres de Numidie sur des
substrats secs (Bennadja, 2007).

Les réponses de cette espéce aux contraintes découlant de ce type de climat sont d’ordre

anatomique, morphologique et physiologique.
2.1. Type biologique:

Selon la Classification de Raunkier (1934), Le thym, qui est un arbrisseau vivace bas
(Im du sol) est une chaméphyte. En effet, il présente une faible hauteur au-dessus du sol
(inférieur a 30 cm) et forme de petits buissons a 1’aspect de touffe (Photo 3). Ceci le met a

I’abri du vent et participe dans la limitation de I’évapotranspiration.

2.2. Phénologie

e Le stade végétatif s’installe au mois de mars alors que la plante commence a fleurir a
partir du mois de mai et Se poursuit jusqu’a juin, c’est a dire sous une chaleur intense.
d’ailleurs en pénétrant une foret ou pousse le Thym de Numidie on peut flairer sa senteur
aromatique de loin.

e Les dates sont approximatives puisque selon les conditions climatiques propres a chacune

des années, ces dates reculent ou avancent d’une quinzaine de jours.

61



Résultats et discussion

Photo 4 : Fleurs de Thymus numidicus Poiret (Cliché de Kouch M.)

2.3. Morphologie

e Feuilles : Les feuilles de T. numidicus sont minuscules, avec une longueur moyenne de
11,57 mm et une largeur moyenne de 3,12 mm. Ces feuilles sont des microphylles molles
et glabres sur les deux faces. Les feuilles sont linéaires, obtuses, entiéres, possédant a leur

base de nombreuses stipules filiformes (Photos 5, 6 et 7).
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Photo 5 : Morphologie de la feuille de Photo 6 : Morphologie de la feuille de
T. numidicus (face supérieure) T. numidicus (face inférieure)
vue sous binoculaire vue sous binoculaire
(Cliché de Kouch M.) (Cliché de Kouch M.)

[N )
Photo 7 : Feuille stipulée de T. numidicus

(Cliché de Kouch M.)

e Tige: la tige est couverte de poils tecteurs pour retenir I’humidité rejetée au niveau des
stomates et des poils sécréteurs pour libérer des essences volatiles qui en s’évaporant

diminuent la température interne et donc 1’évapotranspiration.
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e Appareil racinaire: Les racines sont pivotantes comme toutes les dicotylédones,
de profondeur allant jusqu’a 12 cm. Le rapport de la longueur de la racine sur la
longueur de la tige est de 0,70 en moyenne (annexe 2) et avec une faible ramification,
ce qui dénote un approvisionnement satisfaisant en eau (Photo 8).

Photo 8 : Plant de Thymus Numidicus
(Cliché de Kouch M.)

2.4. Adaptation anatomique

Les coupes histologiques réalisées sur les tiges et les feuilles de I’espéce étudiée ont
permis 1’observation des structures représentées dans les figures ci-dessous, notamment les

poils sécréteurs qui sont a 1’origine de la sécrétion des huiles essentielles.
e Feuilles

Les feuilles de T. numidicus sont de type dicotylédone avec une nervure principale
formée essentiellement par un faisceau cribro-vasculaire, le mésophylle y est hétérogéne avec

un parenchyme palissadique sur la face supérieure ou s’effectue la photosynthese et un
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parenchyme lacuneux siége des échanges gazeux. Cette hétérogénéité du mésophylle est

dictée par le plagiophototropisme des feuilles qui s’orientent obliquement aux rayons solaires.

La structure de la feuille est adaptée a la sécheresse par sa cuticule épaisse sur la face
supérieure et sa forme a bords enroulés vers I’intérieur, on observe sur les deux faces de la

feuille, la présence de cryptes piliféres et des poils sereteurs disposés en papillon.

L’abondance de ces cryptes est une caractéristique du genre Thymus. Ces cryptes
servent a limiter les pertes en eau. Les stomates sont en outre protégés du milieu ambiant
puisque la feuille ourlée et concave du Thym crée des cryptes piliferes plus ou moins fermées.
Toutes ces stratégies adoptées par la plante permettent de créer un microclimat foliaire qui
tamponne les rigueurs extérieures en réalisant une masse d'air immobile au niveau de I'ostiole

des stomates, diminuant la demande en eau (Vailaud, 2011).

On note aussi la présence de cystolithes épidermiques (fines aiguilles d’oxalate de
calcium stockées dans une matrice cellulosique). Ces derniers ont été découverts par Meyen
1827, de par la complication de leur structure et leur existence exclusive dans quelques rares
familles végétales, elles constituent une des formes les plus intéressantes des dép6ts minéraux
dans les tissus des plantes. C’est Weddel, qui leur a donné le nom de cystolithes en 1854. Mis

a part leur utilité taxinomique certaine, on ignore jusqu’a présent leur role chez les végétaux.

Le faisceau libéro-ligneux au niveau de la nervure principale est soutenu par un amas
tres dense de sclérenchyme. Les tubes criblés, dont la structure est cellulosique sans parois

secondaire, se trouvent ainsi protégeés.

65



Résultats et discussion

essentielle

Photo 9 : Aspect de la face ventrale d’une feuille de Thymus numidicus vue sous binoculaire (Cliché
de Kouch M.)

Epiderme supérieur

Parenchyme palissadique
Crypte pilifére

Poil sécréteur

Nervure principale

Parenchyme lacuneux
Epiderme inferieur

Photo 10 : Coupe transversale d’une feuille Photo 11 : Mésophile de T. numidicus
de T. numidicus vue au microscope optique vue au microscope optique (Gr X 40)
(Gr X 10) (Cliché de Kouch M.) (Cliché de Kouch M.)
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Photo 12: Détail de la crypte vue au microscope Photo 13: Extrémité de la feuille vue
microscope optique (Gr X 40) au microscope optique (Gr X 40)
(Cliché de Kouch M.) (Cliché de Kouch M.)

Parenchyme
Xyléme secondaire
Phloéme secondaire

Sclérenchyme

Photo 14: Structure anatomique de la nervure principale de T. numidicus
(Cliché de Kouch M.)

Photo 15 : Détail des stomates sur la face supérieure (Cliché de Kouch M.)
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e Tige

En observant les coupes transversales réalisées sur les tiges de T. numidicus, nous
avons pu apprécier 1’aspect quadrangulaire de celles-ci, caractére typique de la famille des
Lamiacées et qui est di aux amas de collenchyme sous- épidermique, en effet ces cellules
rigides fusiformes a parois cellulosiques épaisses, contribuent a la solidité mécanique de la

tige. L’appareil conducteur y est du type pachyte continu/cambium continu (Photo 16).

Cystolithe

Epiderme
Poil tecteur
Collenchyme

Parenchyme cortical

Liber

cambium

Bois

Parenchyme médullaire

Photo 16: Structure secondaire d’une tige jeune de T. numidicus (Cliché de Kouch M.)

Photo 17: Ecorce de la tige avec Cystolithe (Cliché de Kouch M.)
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Le tissu de revétement est 1I’épiderme, il est constitué par une couche unique de
cellules recouvertes d’une cuticule plus au moins épaisse conférant aux cellules leur
imperméabilité. L’épiderme émet des prolongements pour former des poils tecteurs et des
cystholites. Mais dans le stade avancé, le thym voit sa moelle se résorber, ce qui limite les
tissus hydrophiles au seul phloéme secondaire et le remplacement de 1’épiderme par le suber,

un tissu d’origine secondaire (Photo 18).

Suber
Phloéme secondaire
Xyléme secondaire

Xyleme primaire
Cavité
Restes du parenchyme médullaire

Photo 18: Structure secondaire d’une tige agée de T. numidicus (Cliché de Kouch M.)

L’observation microscopique de la feuille et de la tige jeune du Thym de Numidie
révele que I’anatomie de cette plante comporte beaucoup plus de tissus cellulosiques
hydrophiles que des tissus lignifiés hydrophobes. On en déduit que le Thym requiert une
importante humidité mais en méme temps il est capable de résister a la saison seche grace a

ses multiples prédispositions adaptatives.
e Racine

La racine agée est de structure tres simple, constituée principalement de xyléme

secondaire surmonté d’un phloéme secondaire et protégée par du suber (Photo 19).
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Suber

Phloéme secondaire

Xyléme secondaire

Photo 19 : Structure d’une racine agée de T. numidicus (Cliché de Kouch M.)

2.5. Adaptation physiologique
2.5.1. Screening phytochimique

Les résultats du criblage phytochimique sont représentés dans le tableau 15 et les

figures ci-dessous.

Tableau 15 : Criblage chimique des feuilles de Thymus numidicus

Composant chimique Présence / absence
Alcaloides -
Tanins catéchiques +

Tanins galliques -

Saponines -
Coumarines -
Terpénes et stérols +
Flavonoides +

(+) présence/ (-) absence

Le screening phytochimique des alcaloides, des saponines ainsi que des coumarines
s’est révélé négatif, il a été cependant, positif pour les tanins, les flavonoides et les terpénes.
Les tanins jouent un réle défensif contre les herbivores. Ce sont des polyphénols peu toxiques
mais abondants car ils ne sont efficaces qu’a forte dose : en se liant aux protéines, ils en

diminuent la digestibilité (Marcel et al., 2000). Les flavonoides, quant a eux, remplissent de
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nombreuses fonctions: pigments floraux, antifongiques, écrans UV, antioxydants... (Morel,
2000).

Les terpenes, par leur volatilité et leur odeur marquée constituent des éléments de la
communication chimique (Bruneton, 1999). lls auraient, aussi, un role de mobilisateur
d’énergie lumineuse et de régulateur thermique au profit de la plante. lls réguleraient la
transpiration diurne en absorbant les rayons ultraviolets par leurs constituants insaturés
(Croteau, 1986). Les terpenes et spécialement les monoterpenes représentent la classe
chimique qui nous intéresse, puisque ces derniers seraint a 1’origine de 1’effet antibactérien

des huiles essentielles d’apres plusieurs auteurs. (Dorman & Deans, 2000 ; Lambert et al.,
2001 ; Thrombetta et al., 2002 ; Amarti et al., 2010)

Absence de
mousse

Photo 20: Screening des saponines

Photo 21: Screening des flavonoides
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Réactif de Meyer Réactif de Dragendorff

Virage de la couleur
au brun verdatre

Aucune variation
de couleur

Photo 22: Screening des tannins Photo 23: Screening des alcaloides

Formation d’un
anneau vert a
P’interphase

Aucune
variation
de couleur

Photo 24: Screening des terpénes Photo 25: Screening des coumarines
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2.5.2. L’huile essentielle de T. numidicus
2.5.2.1. Extraction et calcul du rendement

L’huile essentielle obtenue par hydrodistillation est de couleur jaune, elle a une saveur
fortement piquante et wune odeur forte caractéristigue des plantes aromatiques.
L’extraction de I’huile essentielle a donné un rendement de 1,92% pour une prise d’essai de
100 gr de matiére végétale seche. Ce rendement peut étre considéré comme important si on le
compare a celui rapporté par Hadef et al., (2004), lors d’un travail réalisé sur la méme
espece, poussant dans le méme biotope et qui est de 1,1%. Méme constatation quant aux
résultats  de Djeddi et al., (2015) qui ont obtenu un rendement de 1,02% pour la méme

espéce recoltée a Annaba en période de floraison.

Des rendements plus élevés ont été rapportés par Ghorab et al., (2014), ils sont de
I’ordre de 2% pour I’huile essentielle de T. numidicus de la région de Constantine et de 2,4%

pour I’huile essentielle de T. numidicus de la région d’Azzazga.

Les divergences observées seraient dues a plusieurs facteurs, notamment les facteurs
bioclimatiques et environnementaux, Il ne faut pas perdre de vue, ’effet de la technique
d’extraction sur le rendement (Sanchez et al., 2010 ; Hosni et al., 2013), car aussi importants

soient-ils les rendements qui découlent de I’hydrodistillation restent relativement faibles.

2.5.2.2. Composition chimique

L’analyse des constituants chimiques de I’huile essentielle de T. numidicus a été
réalisée par chromatographie en phase gazeuse couplée a spectroscopie de masse, les résultats

obtenus sont représentés dans le tableau n°16.
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Tableau 16: Composition chimique de I’huile essentielle de Thymus numidicus Poiret

Composants RT (min)  Pourcentage
a -phellandréne 7,59 0.2
a- pinéne 7,71 1.01
d- 3- caréne 8,19 0.18
a -terpinene 10,67 0.40
p- cymeéne 10,85 10.10
y- terpinéne 12,10 6.38
B-pinéne 13,63 3.16
bornéol 15,83 0.2
Thymol 20,37 775
carvacrol 23,24 0.17
Guaia 3,9 diene 26,10 0,2
y -cadinéne 27,26 0.08
d-cadinene 27,51 0.4

B Thymol

H p-cymene

1 y- terpinéne
M B-pinéne

B Autres composants

Figure 15 : Composants majoritaires de 1’huile essentielle de T. numidicus
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L’analyse de I’huile essentielle par CPG/SM a révélé la présence de 13 composants,
principalement des phénols et des terpénes dont le Thymol est 1’élément majoritaire avec
77,52%. Les autres constituants importants sont respectivement le P-cyméne (10,10%),
le y- terpinéne (6,38%) et le B-pinene (3,16%), le carvacrol quant a lui est a 1’état de traces
(0,17%). (Fig.15).

En 2007, Hadef et al. ont trouvé chez la méme espéce dans la méme région
11 constituants dont le thymol est également le composant majoritaire avec seulement 49,4%
(Tab.17). On peut, d’emblée, remarquer la forte teneur de notre huile essentielle en thymol.
Des divergences au niveau des teneurs de certains composants sont aussi a noter, comme la
présence de carvacrol a 1’état de trace dans notre huile essentielle, ou encore 1’absence de

linalool.

Les travaux de Saidj et al., (2008) qui ont porté sur Thymus numidicus de la région de
Yakouren (Tizi Ouzou) récoltées au mois d’avril de I’année 2004 ont montré une
prédominance des composés oxygénés dont le thymol (51%) et le carvacrol (9,4%), mais
aussi une faible proportion de p-cyméne (0,5%), alors qu’un tout autre chémotype a été
identifié par METICA en 2013, lors d’une étude menée sur 1’huile essentielle de Thymus
numidicus de la région de Bejaia et qui est principalement riche en carvacrol (46,8%)
en P-cymeéne (21,2%) et en vy-terpinéne (5,9%). Ghorab et al., (2014) qui ont mené une
étude comparative sur les huiles essentielles de Thymus numidicus de plusieurs régions
d’Algérie démontrent 1’existence de plusieurs chémotypes, 1’huile essentielle de la région de
Constantine est de chémotype thymol/linalol, celle de Djebel el wahch est de chémotype
thymol/carvacrol et celle de Azzazga est dominée par 1’a-terpinéol et le thymol. L’huile
essentielle de la Kabylie est quant a elle exempt de thymol, elle semble étre de chémotype

carvacrol/p-cymeéne. (Tab.17)
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Tableau 17 : Comparaison entre les composants majoritaires de 1’huile essentielle de T. numidicus

provenant de différentes régions d’ Algérie

Composants Pourcentages
Constantine Constantine Azzazga Kabylie Berrahal
(Djebel el (foret de 2007
wahch) Yakouren)
0-cymene 11,41 / / / /
p-cymene / / 6,70 8 10,1
y-terpinéne 10,84 / 8,4 / 11,7
Linalool 17,20 11,50 / / 10
Thymol
méthyle- éther 6,73 / / / /
a-terpinéol / / 34,40 / /
Thymol 23,92 68,20 15 / 49,9
Carvacrol 6,02 16,90 6,80 28,10 2,5

D’aprés plusieurs auteurs (Svoboda et al., 1999 ; Ruberto et al., 2000 ; Thompson et
al., 2003 ; Karousou et al., 2005 ; Sanchez et al., 2010), les variations dans la composition
chimique des huiles essentielles du point de vue qualitatif et quantitatif sont dues a des
facteurs génétiques, a des facteurs écologiques, a la partie de la plante étudiée, a I’age de
celle-ci et enfin a son stade de développement. Ce dernier facteur peut étre tributaire des
divergences existants entre les résultats de Hadef et les ndtres, en effet la récolte de Thymus
numidicus de ’année 2011 a été réalisée avant floraison, on constate malgré cela une forte

concentration en thymol (77.5%).

Outre ’absence de certains composants, on note la présence de leurs précurseurs, on
peut donc déduire leur formation ultérieure au cours du cycle végétatif, on constate
notamment la présence du carvacrol a 1’état de traces mais aussi la présence du p-cymene qui
en est le précurseur (Simon, 1973 ; Burt et al., 2007). On observe également 1’absence de
linalool dans I’huile essentielle de 2011, les variations climatiques peuvent étre mises en
cause car elles ont une incidence majeure sur la composition chimique des huiles essentielles,
surtout chez les especes qui possedent des structures histologiques de stockage superficielles

tel que les poils sécréteurs chez les lamiacée, car lorsque la localisation de I’huile essentielle
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est profonde sa qualité est beaucoup plus constante (Bruneton, 1993). Le moindre facteur
extérieur aussi minime soit-il peut avoir une influence sur les composants des huiles
essentielles, c’est ce qui a été rapporté par Moghddam et al., (2011), qui affirment que la
durée de I’exposition a la lumiére augmente considérablement la teneur en huile essentielle

ainsi que la qualité des ses composants actifs.

3. Etude thérapeutique
3.1. Activité antioxydante

L’activité antiradicalaire de I’huile essentielle a été évaluée par le test du piégeage du
DPPH, elle a été exprimée par le calcul de I’IC 50. Une fois obtenue, cette valeur a été
comparée a celle du BHT et de ’acide ascorbique qui sont des antioxydants synthétiques de
référence. Les figures 16, 17 et 18 représentent respectivement le suivi de la réduction du
DPPH en solution par le BHT, par 1’acide ascorbique et par I’huile essentielle de Thymus

numidicus.
100
X 90
g
‘® 80
8
s 70
g
£ 60
©
£ 50
>
3 40
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20
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0
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Concentrations mg/ml

Figure 16 : Activité antiradicalaire du BHT

(Chaque valeur représente la moyenne de trois essais + 0,02)
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Pouvoir antiradicalaire (%)

Acide ascorbique
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1 1.2

Figure 17 : Activité antiradicalaire de 1’acide ascorbique

(Chaque valeur représente la moyenne de trois essais + 0,004)
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Figure 18 : Activité antiradicalaire de 1’huile essentielle de Thymus numidicus.

(Chaque valeur représente la moyenne de trois essais + 0,07)
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Les résultats obtenus nous permettent de constater que I’activité antiradicalaire est
dose dépendante, comme cela a été rapporté par plusieurs auteurs (Popovici et al., 2009 ;
Dongmo et al., 2010), car clle augmente avec l’augmentation de la concentration de
I’antioxydant dans le milieu réactionnel, aboutissant a un plateau qui correspond a

I’éradication presque totale du DPPH.

La cinétique du pourcentage antiradicalaire nous a permis de déterminer 1’IC50, qui
correspond a la concentration d’huile essentielle, de BHT ou d’acide ascorbique nécessaire a
I’inhibition de 50 % du DPPH présent dans le milieu. La valeur obtenue est inversement

proportionnelle a la capacité antioxydante du composé testé.

Dans la présente étude, I’IC50 de I’huile essentielle de T. numidicus a été estimé
a 2,51 + 0,07 mg/ml. Ce résultat témoigne d’une capacité réductrice modeste, comparéee
a celle du BHT (0,17 + 0,02 mg/ml) et de I’acide ascorbique (0,51+ 0,004 mg/ml).

Les résultats des travaux réalisés sur notre espece sont divergents, ceux de Djeddi et
al., (2015) qui ont travaillé sur T. numidicus d’ Annaba sont en accord avec les nétres, puisque
I’IC 50 rapporté s’¢éleve a 2,26 mg/ml. Ceci dit les résultats obtenus par Hazzit et al., (2006)
attestent que 1’huile essentielle de T. numidicus récolté au centre algérien (Azzazga) est dotee

d’un fort potentiel antioxydant. L huile essentielle en question est de chémotype a-terpinéol.

De faibles potentiels antiradicalaires ont également été observés chez T .lotocephalus
(Costa et al., 2012) et T. algeriensis (Hazzit et al., 2009).

3D’aprés Ruberto et al., (2000), les composés terpéniques sont a ’origine de I’activité
antioxydante des huiles essentielles, leur mécanisme d’action est le piégeage des radicaux
libres par transfert d’un atome d’hydrogene sur le DPPH qui devient stable sous sa forme

DPPHH. (Sanchez et al., 1998 ; Molyneux et al., 2004).

Des études ont également démontré que 1’effet antioxydant d’un composé est non
seulement dose-dépendant mais aussi  structure-dépendant (Rodriguez et al. 2009),
Il existerait donc une relation entre la structure chimique des composés phénoliques et leur
pouvoir piégeur des radicaux libres, 1’activité antiradicalaire dépendrait ainsi du nombre,
de la position et de la nature des groupements présents sur les différents composés
(Nanjo et al. 1996 ; Pannala et al. 2001 ; Karamac et al. 2005 ; Tabart et al. 2009),

79



Résultats et discussion

la polarité des composés influerait aussi sur leur pouvoir antioxydant selon certains auteurs
(Karamac et al., 2005 ; Hatzidimitriou et al., 2007).

Malgré la forte teneur de notre huile essentielle en terpénes notamment en thymol, sa
capacité antioxydante est relativement faible, ceci peut étre du a I’absence de certains
composés comme le linalool et au faible taux de certains autres comme le carvacrol. Car il
serait erroné d’attribuer le pouvoir antioxydant d’une huile essentielle a un simple composé

puisque celle-ci présente un mélange complexe de composés qui agissent ensemble.

Le stade de développement de la plante pourrait avoir un effet sur son activité
antioxydante, c’est ce qui a été démontré par Bounatirou et al., (2007), lors d’une étude
menée sur T. capitatus. Aprés avoir été modeste au stade vegétatif, I’activité antiradicalaire
de I’espece a été remarquablement forte apres floraison. Cette derniere semble avoir une

activité similaire a celle du BHT.

3.2. Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne de I’huile essentielle a été évaluée sur un total de 49 souches
bactériennes, sur lesquelles une étude complete a été réalisee comprenant: 1’étude
du comportement des souches vis-a-vis des antibiotiques, la détermination des diameétres des
zones d’inhibition et enfin la détermination des CMI et des CMB. Afin d’interpréter nos

résultats, nous nous somme appuyeé sur la littérature.

Selon Sagdac et al., (2003), un extrait végétal serait doté d’une activité

antibactérienne si son diamétre d’inhibition est supérieur a 12 mm.

Une interprétation plus précise a été apportée par D