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Abstract

There are many researches that concern themselves with studying bioactive
compounds found in various plants. Our work aims to study the phytochemicals and
the effectiveness against bacteria for two types of lamiaceac family: Thymus
numidicus L and Rosmarinus officinalis L. To this end, we macerated the aerial parts
of these two plants in hydroethanol to obtain hydroethanolic extracts. The
quantitative analysis of total polyphenols and total flavonoids showed that the
hydroethanolic extract of Thymus numidicus contains high amounts of total
polyphenols 111.5 £+ 3.33 pg / mg (Gallic acid / Extract) in comparison with the
extract of Rosmarinus officinalis 53.50 £ 1.76 pg/mg, the same comparison for total
flavonoids in Thymus numidicus 15.96 =+ 0.15 ug/mg and Rosmarinus officinalis
6.65 £+ 0.11 pg/ mg (Quercitrin / Extract). The antibacterial activity of
Staphylococcus — aureus ATCC25923, Bacillus cereus ATCC10987, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 and Escherichia coli ATCC10987 was tested by the
aromatogram method, it showed that the two extracts tested were effective against
Gram positive strains therefore the extracts have an activity antibacterial, and a wide
zone of inhibition 20 + 1 mm in diameter against Staphylococcus aureus

ATCC25923, the results obtained make these plants interesting in therapy.

Key words: Thymus numidicus L, Rosmarinus officinalis L, Antibacterial activity,
Polyphenol, Flavonoid, and Hydroethanolic extract.



Résumé

Il existe de nombreuses recherches qui se soucient d'é¢tudier des composées bioactive
trouvé dans diverses plantes. Notre travail vise a ¢étudier la phytochimie et
I’efficacité contre les bactéries pour deux types de famille Lamiaceae : Thymus
numidicus L et Rosmarinus officinalis L. A cet effet, nous avons faite une
macération  des parties aériennes de ces deux plantes dans I'hydroéthanol pour
obtenir des extraits hydroéthanoliques. L'analyse quantitative des polyphénols totaux
et des flavonoides totaux a montré que l'extrait hydroéthanolique de Thymus
numidicus contient des quanités ¢levés de polyphénols totaux 111,5 + 3,33 pg/mg
(Acide gallique/Extrait) en comparaison avec l'extrait de Rosmarinus officinalis
53,50 = 1,76 pg/mg, la méme comparaison pour les flavonoides totaux dans le
Thymus numidicus 15,96 = 0,15 pg/mg et le Rosmarinus officinalis 6, 65 + 0,11
png/mg (Quercitrine /Extrait). L'activité¢ antibactérienne de Staphylococcus aureus
ATCC25923, Bacillus cereus ATCC10987, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
et Escherichia coli ATCC10987 a ¢été testée par la méthode aromatogramme, il a
montré que les deux extraits testés étaient efficaces contre les souches Gram
positives donc les extraits ont une activité antibactérienne, et une zone de inhibition
large 20 £ 1 mm de diamétre contre Staphylococcus aureus ATCC25923, les

résultats obtenus rendent ces plantes intéressantes dans la thérapeutique.

Les mots clés : Thymus numidicus L, Rosmarinus officinalis L, Activité antibactérienne,

Polyphenol, Flavonoide, Extrait hydroéthanolique.
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Introduction

N\ Longtemps, les propriétés médicales des herbes ont aidé les gens a rester en bonne
santé. Malgré les avancées de la médecine moderne, ce savoir empirique ancestral est
encore largement utilisé par les contemporains. En Afrique, la médecine
traditionnelle sous ses diverses formes refléte une culture sociale, un mode de vie,
une facon de penser et est donc un aspect de la civilisation dans laquelle les gens

vivent. Selon I'Organisation mondiale de la santé, prés de 80 % de la population africaine

dépend de la médecine traditionnelle pour ses besoins de santé (Serge et Koffi., 2019).

Les plante médicinale ce sont toute les plants qui contient des substances ou composé
bioactive utilisé pour traiter plusieurs maladie ces plants utilisé depuis 1’ Antiquité ont permis
I’émergence d’une médecine basée sur des composants biologique (organique) et non

chimique c’est la médecine traditionnelle (Sofowora 2010)

Lamiacées est 1'une des plus grandes familles des plantes dicotylédones, et de nombreuses
especes appartenant a cette famille sont trés aromatiques et ont des structures glandulaires
externes qui produisent des huiles essentielles (Venkateshappa et Sreenath., 2013). Les
membres les plus célébres de cette famille sont diverses €pices aromatiques telles que le
thym, la menthe, l'origan, le basilic, la sauge, la sarriette, le romarin, 1'auto-guérison, 1'hysope,

la mélisse et quelques autres d'usage plus limité. (Uritu et al., 2018).

Dans notre étude, on utilise deux plantes de la famille des Lamiacées : le Thym et le Romarin
elles ont été sélectionnées pour quantifier les composés phénoliques (polyphénols et
flavonoides) et leur efficacité contre les souches bactériennes étudiées (Escherichia coli;

Pseudomonas aeruginosa ; Staphylococcus aureus ; Bacillus subtilis).

Premiérement on faite une étude bibliographique qui déterminé 1’aspect botanique et

chimique avec etudes antérieures sur 1’activité antibactérienne du 7hym et Romarin.

Deuxiemement, c’est la partie expérimentale dans le premier chapitre contienne les matériels
et méthodes mis en ceuvre : extraction et dosage et activité antibactérienne, et le second

chapitre explique les résultats obtenus dans notre étude.
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Chapitre I : Aspects botaniques et chimiques des espéces étudiées

Lamiacées

Généralités sur la famille des Lamiacées

La famille Lamiaceae est l'une des plus grandes familles parmi les dicotylédones, étant
composée de plus de 258 genreset 6970 especes, herbacées tiges quadrangulaires et
inflorescences verticillées. Les feuille sont généralement opposés ou verticillés, et sont
simples ou occasionnellement composé penné ; les stipules sont absentes(Zuraini et
al .,2008). De nombreuses espéces appartenant a la famille étant trés aromatiques, en raison
de la présence de structures glandulaires externes qui produisent de I'huile volatile. Cette huile
est importante dans les industries des pesticides, des produits pharmaceutiques, des aromes,
de la parfumerie, des parfums et des cosmétiques. Sont I'une des familles de plantes les plus
diverses et les plus répandues en termes d'ethnomédecine et leur valeur médicinale est basée

sur la concentration en huiles volatiles (Shahram et al ., 2011).

Especes de la famille des Lamiacées qui ont un intérét économique

La famille renferme de nombreuses espéces économiquement importantes soit Par:

- Les tubercules de quelques espéces de Stachyssont comestibles.

- Les especes des genres Mentha (la menthe), Lavandula (1a lavande), Marrubium,Nepeta
(I’herbe aux chats), Ocimum (le basilic), Origanum (1’origan), Rosmarinus (le romarin),
Salvia (la sauge), Satureja (la sarriette) et Thymus (le thym) Soit pour leur usage
condimentaire et son huiles essentielles (HE) représentent une importance économique
considérable, vu leurs applications dans les domaines variés, allant des industries
alimentaires, aux industries pharmaceutiques en passant par les industries des parfums, des
ardmes et des cosmétiques .De nombreux genres contiennent des espéces ornementales : on
peut citer. Parmi eux Ajuga(le bugle), Callicarpa, Clerodendrum, Plectranthus, Holmskioldia,
Leonotis, Monarda, Pycnanthemum, Salvia, Scutellariaet Vitex (TAMERT (2015 -- 2016)).

Importance thérapeutique de lamiacées

La famille de lamiacée contient des métabolites secondaires y compris les polyphénols
(I’acide phénolique ; flavonoide, stelbénes coumarines) les terpénoides, les alcaloides et les
huiles essentielles, ces métabolites aident pour traite plusieurs maladies grace a ses
caractéristiques telle que sont des neuroprotections, anti inflammatoire, antiviral,

antifongique et propriétés antibactériennes.

. Anticancéreux

Les radicaux libres des polyphénols ont une propriété anti-oxydante qui proteége les tissus et

les organes de la cancérogenése, ou ces polyphénols attaquent les cellules cancéreuses, les

-
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détruisent et les font mourir d'une mort programmeéeen utilisant divers mécanismes, tells que la

fragmentation de I'ADN, niveaux altérés de protéines apoptotiques et arrét du cycle cellulaire.

Des ¢tudes ont montré que certains di terpenes ont des effets cytotoxiques et cytostatiques sur
diverses lignées cellulaires cancéreuses, telle que 1’huile essentielle de la plante Rosmarinus
officinalis L. Thymus munbyanus subsp. Salvia a utiliser contre les lignées cellulaires du
cancer du colon, du sein et de la prostate. Activité anti tumorale de l'extrait de salvia
miltiorrhiza sur les cellules souches du cancer du sein (BCSC). (Przemystaw et al., 2020).
B. Antimicrobienne

Plusieurs études visent a déterminer la capacité des lamiacées en tant qu'agents antimicrobiens
Parmi eux I’étude de Nikolicer al., (2014) qui montrent que les huiles essentielles des 5
plantes de lamiaceae (Mentha piperita,Mentha pulegium,Lavandula angustifolia,Satureja
montana, Salvia lavandulifoli), ont une grande activité sur plusieurs microbiennes
(Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis, Streptocoque salivaire, Streptococcus
pyvogenes, Pseudomonas aeruginosa, Lactobacillus acidophilus et Enterecoccus feacalis et
cinquante-huit candidoses buccales cliniques) et les huiles essentielles du S. Montana sont les

plus puissante (Nikolicet al., 2014).

Une autre étude a montré que la présence de thymol et de carvacrol dans les huiles
essentielles de la famille de lamiacées (particulicrement le genre du 7hym) élimine de

nombreux microbes (Khoury et al., 2016).

Pachkore et al., (2011), a indiqué que les extraits des plantes de cette famille ont un effet sur

les microbes en particulier I’extrait d’éthanol.

C. Cardiovasculaire
De nombreuses études ont prouvé que les huiles essentielles et les extraits bruts de la famille
des Lamiacées ont des propriétés cardioprotectrices puissantes et efficaces en raison de leur
richesse en une variété de composés puissants, notamment des flavonoides, des terpénoides et
des alcaloides (Tzima et al, 2018). Par exemple, salvia qui peut augmenté la fréquence
cardiaque chez les personnes atteintes de maladies cardiovasculaires, est plus puissant
lorsqu'il est utilisé en combinaison avec d'autres herbes, telles que salviaet l'astragale, qui ont
des effets positifs sur la réduction des symptomes hémorragiques de 1'insuffisance cardiaque.
(Patrignaniet al., 2021).

D. Antispasmodique

-
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Pour de nombreux membres de la famille des Astéracées, avec les niveaux les plus élevés
chez les especes de Lamiacées contient des quantités d'actifs antispasmodiques ; cinéole,
acide rosmarinique, acide caféique, eugénol, marribium, citral, menthol, carvacrol, pinéne et
lutéoline ,Soulager les tiraillements, les spasmes et Les crampes, les herbes qui montrent une
relaxation antispasmodique et corporelle significative comprennent. N. cataria, M. vulgare,
H. officinalis, L. angustifolia, M. piperita, R. officinalis et T. vulgare Aun fort effet
antispasmodique (Laub, 2018) .

L’¢étude de Fadil et al., (2014), a suggéré que les especes de Lamiacée joueraient un role dans
de nombreuses maladies, y compris le Thym communqui traitel’anémie, les parasites, les gaz
intestinaux et les rhumatismes ; Lavande qui diminué I’anxiété, 1’insomnie, les infections
respiratoires et le manque d'énergie ; Romarinqui réduire destroubles digestifs, les problémes
de mémoire, les rhumatismes, les bronchites et le maux de téte, et le genre de Menthe verte
pour 1’'usages culinaires et comme un traitementd’estomac paresseux, des vomissements, des

gaz intestinaux et de névralgie (Fadil et al., 2014).

2) Genre Thymus

Largement distribué¢ dans le bassin méditerranéen, le thym Lamiaceae est issu de la famille
des menthes qui compte environ 100 espéces, 11 espéces de thym que I'on trouve en Algérie
couramment utilisé¢ pour 1'épice et I'équilibre. Il est également utilisé pour traiter les infections

bronchiques et pulmonaires et le systéme digestif (Nouasri et al., 2015) .

Tymus numidicus, une espece trouvée dans le nord-ouest de la Tunisie et de 1'Algérie, est un
arbre court, de 10 a 15 cm de haut. Feuilles opposées, linéaires/lancéolées (4 15 mm) et
grandes fleurs (15 mm) (Ben El Hadj ez al., 2014). Inflorescences verticillés, Calice tubuleux
a deux levres, la lévre supérieure a trois dents, I’inférieure a deux. Corolle plus ou moins
exerte a deux levres, a 2 et 3 lobes. Etamines 4 saillantes plus ou moins divergentes. Carpelles
lissesdans la médecine populaire algérienne utilis€ comme un expectorant, antitussif,
antiseptique, antispasmodique et propriétés anthelminthiques, comme pour beaucoup d'autres
thymus spp.2, 3 L'antifongique, 4  antibactérien5, antimicrobien et des activités
antioxydantes6. L'espece pousse sur des sols s pauvres et fertiles et se présente en petites

populations dispersées (Kabouche ez al., 2005)

Classification botanique de Thymus numidicus
Embranchement : Phamérogames

Classe : Dicotylédones
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Ordre : Tribuflorales

Famille : Lamiaceae

Sous-famille : Nepetoideae

Tribu : Mentheae

Genre : Thymus

Espece : Thymus numidicus (Kabouche, 2005)

Classification de chimio types des thyms

Thym agéraniol ; thym a linalol ; thym a para- cyméne ; thym a a- terpinéol ; les plus

importants sont: thym a thymol ; thym a carvacrol.

Carvacrol Thymol

OH

QH

Figure 1 : Structure chimique de deux composants du thym
Les types y- terrienne et p- Cyréne sont deux précurseurs de la biosynthése Végétale du
thymol et de lacaracole. Les groupements thymol et caracole sont installés sur dessoles
rouges, argileux, plus ou moins caillouteux, peu profonds et sont physiologiquement les plus
secs de la région (Hila ez al., 2011).
Métabolites secondaires du 7Thym
Acides phénoliques
Plusieurs études ont été menées sur différents espéce a thym par des chercheurs de différents
pays. Ils ont montré que le Thym contienne plusieurs composés phénoliques tels que : 1'acide
caféique, l'acide rosmarinique, l'acide wvanillique. Le tableau ci-dessous présenté les
composés phénoliques des quelques especes de Thymus

Tableau 1: Composés phénoliques des quelques Espéces de thymus

Especes de Composé phénolique Référence
Thymus
T.numidicus Acide caféique ; Acide vanillique ; Acide fumarique ; Kaki et al.,
Acide hydroxybenzoique 2021

-
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T. vulgaris L Acide caféique ; L'acide chlorogénique ; Acide Olivia et al.,
rosmarinique ; Acide p-coumarique Acide 2013

hydroxybenzoique ; Acide gallique ; Acide vanillique

T. serpyllum Acide caféique ; L'acide chlorogénique ;Acide Olivia et al.,
rosmarinique ;Acide hydroxybenzoique ;Acide p- 2013

coumarique ;Acide vanillique

T. webbianus | L'acide chlorogénique ; Acide dicaféoylquinique ; Acide | Olivia et al,

p-coumarique ; Acide gallique 2013

B. Flavonoides
Le tableau ci—dessous montre certains composés flavonoides de différents types de Thym
tirés de diverses études.

Tableau 2 : Composés flavonoidiques des quelques Especes de thymus

Espéces de Composés Référence
Thymus

T.numidicus ApigeninXanthomicrol, Luteolin, Sideritoflavone, 5- Georgiou et
Poiret Desmethyl-sinensetin Apigeni; Apigenin 7-O- al., 2015

glucuropyranoside, Circimaritin; Luteolin,; Luteolin 7-

O-b-glucopyranoside, Cirsilineol

T. vulgaris L. Luteolin; Luteolin-O-glucoside Cirsilineol; Olivia et al.,
Naringenin; Eridioctyol-O-glucoside 2013

T. striatus Xanthomicrol ; Ladanein ; Salvigenin ; Gardenin B ; Olivia et al.,
Thymusin 2013

T.broussonettii | luteolin, luteolin-30-O-b-D-glucuronide, luteolin-7-O- | Ismaili ez al.,

Boiss. b-D glucoside, eriodictyol, thymonin 2002

C. Huiles essentielles

g
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Les huiles essentielles ont de nombreux composés, le tableau ci- dessous montre la majorité
de ces composants pour différents types de Thym.

Tableau 3 : Composées chimiques des huiles essentielles quelque Especes de Thymus

Espéce et origine Compose chimique (compose Référence
majoritaires)
T. vulgaris Carvacrol 48,56% ; Thymol (17,54%) ; y- Hamdani et al., 2021
Chlef terpinéne (8,70%)
T.AlgeriensisBoiss | camphre (53,39%) ; 1°‘eucalyptol (26,72%) Ben Moussa et al.,
Batna 2020
T. fontanesii Carvacrol 52.138%; gamma-terpinene SARI et al., 2020
Chlef 4.606%; (alpha-pinene 2.634%; thymol
1.895%.
T. zygis thymol (33,02 %) ; o-cymeéne (32,02 %) Amarti et al., 2011
Maroc
T. ciliates Thymol (44,2 %), B-E-ocimene (25,8 %) o— | Amarti et al., 2009
Maroc terpinéne (12,3 %)
T. numidicus thymol (68.2%) ; carvacrol (16.9%) ; Kabouche et al., 2005
Constantine Linalool 11.5%

3) Genre Rosmarinus

Rosmarinus ofcinalis L., communément appelé romarin, est un arbuste de la famille des

Lamiacées originaire du bassin méditerranéen. (Elyemni et al., 2019).

Le romarin est une herbe vivace dense, persistante et rustique, de 60 a 200 cm de diametre.
Hauteur avec de petits (2-4 cm) lobes pointus. Haut des feuilles. Il est vert foncé ou bleu, et le
dessous des feuilles est blanc ; les feuilles sont résineuses. Les branches sont dures, avec une
¢corce fendue et des tiges ligneuses brunes et carrées.Les fleurs sont blanches, bleues ou
violettes en cymes. Feuilles, fleur Les cimes et les branches produisent une huile essentielle et
une oléorésine appréciées dans les recettes traditionnelles Médecine, Médecine Moderne et

Aromathérapie et Parfumerie et Aromathérapie industrie. Bien que R.officinalis soit
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couramment utilisé pour I'extraction d'huile, Le R. eriocalyx marocain est é¢galement utilisé

pour extraire les huiles essentielles (Sasikumar, 2012).

Le romarin a été utilisé comme aromatisant et en médecine en raison de son fort ardbme et de
ses bienfaits pour la santé, 1’activité biologique du romarin est principalement relatif aux
composés phénoliques tels que le carnosol, l'acide carnosique et l'acide rosmarinique

(Nutrizio et al., 2020).

Classification botanique de Rosmarinus officinalis
Royaume : Plantae

Sous-royaume : Trachéobionte

Super division : Spermatophyta

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Sous-classe : Astéridés

Order : Lamiales

Famille : Lamiacées

Genre : Rosmarinus L.

Espéce : officinal

Nomenclature binomialRosmarinusofficinalis L. (Joana M Andrade et al., 2018)

Métabolites secondaires de Rosmarinusofficinalis

. Acide phénolique

Les phénols du Romarin comprennent 1’acide caféique, 1’acides chlorogénique, le labiatique,
le néochlorogénique et le rosmarinique. Le Romarin couvre de grandes quantités de
salicylates (Cristina et al., 2018) 1'acide carnosique et I'hespéridine (Coskun et al., 2019).

. Flavonoides

Les flavonoides du Romarinsont la diosmine, la diosmétine, la genkwanine, la lutéoline,

l'hispiduline et 1’épigénie (Cristina et al., 2018).

V|
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L’¢étude de Bai et al., (2010), a montré I’abondance de nombreux flavonoides surles feuilles
du Romarintelle que 600-O-(E)-féruloyl homobotaginine, 600-O-(E)-féruloylnépitrine, 600-
O-(E)-p-coumaroylnépitrine , 6-méthoxylutéoline 7-glucopyranoside, lutéoline 30, -O-beta-
Dglucuronide, Lutéoline 30,-O-(300-O-acétyl)-p-D-glucuronide, kaempférol, lutéoline,
genkwanin, ladaneine, 1-O-féruloyl-B-D-glucopyranose, 1-O-(4-hydroxybenzoyl)-f-D-

glucopyranose, 1'acide rosmarinique, 1'acide carnosique et carnosol.

. Huiles essentielles

Le Rosmarinus officinalis renferme une huile essentielle a 45 composants mono-terpéniques.
Les principaux sont:a-pinéne ; bornéol ; Pinocamphone; Camphre; camphéne ; B-pinéme ; p-

cymene ; Sabinéne;etle plus abondant ¢’est 1,8 cinéole (Christo, 2005).

V|
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Chapitre II : Etudes antérieures sur I’activité antibactérienne des deux plantes

Généralité sur I’antibiothérapie

Le mot antibiotique signifie étymologiquement : Contre (contre) un organisme
vivant (La biologie), Le radical « bio » ici est plus précisément contre les bactéries.

Le terme "antibiotique" est réservé aux effets d'une seule molécule sur les bactéries.
Un antibiotique est un médicament qui combat la prolifération ou la destruction des
bactéries nocives. Ces antibiotiques peuvent é&tre naturels ou synthétiques, ce sont
des produits chimiques. Le pouvoir d'avoir un effet destructeur sur les micro-
organismes. Ces substances ne sont pas toxiques pour les autres cellules humaines.
Ces molécules peuvent avoir un effet bactéricide, leur effet peut étre simplement
d'empécher le développement de micro-organismes (effet bactériostatique). Les
antibiotiques sont fabriqués a partir de cultures microbiennes ou sont entieérement
des médicaments. Il existe aujourdhui plus de 10000 molécules antibiotiques
connues, dont des centaines sont utilisées en médecine, (LAOUAR, 2020).

Les antibiotiques agissent a des niveaux spécifiques, appelés sites d'action ou cibles,
pour perturber ou inhiber certaines biosynthéses nécessaires a la vie bactérienne.
L'activité des antibiotiques est appréciée par deux parametres principaux :La
concentration minimale inhibitrice (CMI), correspond a la plus faible concentration
d'antibiotique qui  inhibe significativement la croissance bactérienne, et La
concentration minimale bactéricide, CMB, correspond a la plus faible concentration
d'antibiotique qui tue 99,99 % de la population bactérienne. En effet, L’antibiotiuge,
en pratique, est bactéricide lorsque le rapport CMB/CMI est égal a 1 ou 2, Si le
rapport est supérieur ou égal a 4, (MAZRI, 2015).

Résistance aux antibiotiques

. Origine de la résistance

I existe deux sources fondamentales de résistance bactérienne aux antibiotiques,
naturelle et acquise. Le premier est programmé au niveau de la banque génomique,
tandis que le second est développé selon les conditions métaboliques (Bouyahya et
al.,2017)

Résistance naturelle

Il s'agit d'une résistance inhérente courante dans la population, principalement due a
la présence de génes spécifiques. Elle se caractérise par une modification structurelle
de la membrane externe des bactéries Gram- et par le métabolisme insensible de

Mycobactérie tuberculose a l'action des antibiotiques par le biais du métabolisme
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originel des antibiotiques, contrecarrant ainsi un grand nombre d'antibiotiques. Les
geénes de résistance sont soit exprimés de maniére constitutive, soit induits en
réponse a des signaux enzymatiques ¢établis en mettant en ceuvre des processus
d'échappement contre les antibiotiques (Bouyahyaet al., 2017)

Résistance acquise

Cela est d0 a des mutations ponctuelles ou a des mutations acquises entrainant des
modifications des profils d'expression des génes. Grace a ce processus, les bactéries
partagent des informations génétiques entre elles, ce qui leur donne une puissante
capacit¢ a s'adapter aux conditions environnementales dans lesquelles elles vivent.
(Bouyahya et al., 2017)

Mécanismes de résistance aux antibiotiques

Sans surprise, les bactéries ont développé des mécanismes de résistance complexes
pour ¢éviter d'étre tuées par des molécules antimicrobiennes, un processus qui peut
s'étre produit au cours de millions d'années d'évolution, (MUNITA et al., 2016).

Inhiber les antibiotiques

Certaines synthéses bactériennes inhibent I'action des antibiotiques en les dégradant
ou en les modifiant. Les antibiotiques peuvent étre modifiés de différentes manieres
selon la réaction chimique catalysée. Ces modifications induites par des enzymes
permettent a certains antibiotiques comme les aminoglycosides, le chloramphénicol,
la streptomycine, les macrolides et d'autres antibiotiques a base de pénicilline dans
Staphylococcus aureus. En plus des modifications enzymatiques, certaines souches
pathogénes mobilisent la localisation de leurs organites pour échapper a I'action des
antibiotiques. (Bouyahya et al., 2017)

Empécher les antibiotiques d'entrer

Certaines souches bactériennes protégent contre les antibiotiques dans les cellules
bactériennes, grace a un mécanisme de transport spécial appelé pompe a efflux Leur
permettre d'exporter des antibiotiques vers l'extérieur Résistance par modification
des cibles des antibiotiques, (Bouyahya et al., 2017).

Base génétique de la résistance

Que la nature de la résistance soit innée ou acquise, elle est établie par des alleles
spécifiques dans le patrimoine génétique de la souche bactérienne. L'origine de la
diversité¢ génétique est essentiellement due a deux phénomenes globaux : la mutation
chromosomique ou parfois I'hypermutation, et le transfert horizontal de génes entre

especes de nature différente. (Bouyahya et al., 2017)
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Modification des cibles des antibiotiques

La bactérie modifie Dlaffinit¢ de ses protéines de liaison a des antibiotiques
spécifiques.  Par  exemple, certaines souches  pathogeénes  telles  que
Neisseriagonorrhoeae, Haemophilus influenzae, Shigelladysenteriae et
Neisseriameningitidis modifient 1’affinit¢ des protéines de liaison a la pénicilline
ce qui leur permet de résister les antibiotiques qui ciblent spécifiquement les
enzymes de synthése de la paroi bactérienne (antibiotiques de la famille des pB-
lactamines), (Bouyahya et al., 2017).

Activité antibactérienne des produits naturels

Les plantes se caractérisent par leur capacité a synthétiser des métabolites
secondaires, principalement des flavonoides, des tanins et des phénols ou leurs
dérivés de quinone substitués par l'oxygéne avec des caractéristiques structurelles
uniques, De mani¢ére générale, les terpénoides donnent aux plantes leur odeur
unique, tandis que les quinones et les tanins sont responsables de la coloration des
pigments, Certains de ces produits protégent également leurs hotes des
phytopathogenes, c'est-a-dire leur capacit¢é a lutter contre les maladies infectieuses
microbiennes, (Banasri ef al., 2013).

Activité antimicrobienne des composés phénoliques

La fagcon dont les composés phénoliques combattent les bactéries n'est pas
complétement comprise. Il existe différents types de composés phénoliques, et bien
que certains d'entre eux aient ¢ét¢ ¢étudiés, les mécanismes a l'origine de leurs
propriétés antimicrobiennes ne sont pas entierement connus. Certaines molécules ont
des modes d'action plus compliqués que d'autres. Les flavonoides et les acides
phénoliques sont deux groupes de composés dont les mécanismes d'action sont
relativement bien connus. La complexit¢ de leurs actions vient du fait qu'ils frappent
une cible cellulaire peut affecter d'autres fonctions dans le corps, puisque plusieurs
cibles existent. Il existe de nombreuses cibles possibles pour la metformine, et ce ne
sont pas des entités distinctes ; ils sont interdépendants, (PERNIN, 2018).

Intercalation dans la membrane bactérienne

Les composés phénoliques ciblent la membrane bactérienne ou la double couche de
graisse phosphoreuse dans la membrane bactérienne ou certains apprécient la
capacit¢ de pénétrer comme le carvacrol, ce qui augmente la distance entre les
chaines d'acides gras de la graisse phosphoreuse, ce qui entraine une diminution des

réactions des réactions Van der Waals, de sorte que la membrane devient accessible,
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ce qui entraine une fuite d'ions et ses gradients entralnent une diminution des
opérations de base et donc la mort de bactéries, certains composés phénoliques ont
la capacit¢ de pénétrer la membrane bactérienne et d’atteindre le cytoplasme ;
Perturbation du

(Chélation des

Acidification du cytoplasme,
des
métaux, Atténuation de la virulence bactérienne), (PERNIN, 2018).

provoquant plusieurs phénomenes :

métabolisme et Autres effets indirects composés phénoliques
Etudes antérieures

Activité antibactérienne du genre Rosmarinus

A partir d'une étude bibliographique des effets des extraits de Romarin (qu'il soit des huiles
essentielles ou des extraits par solvant) sur l'activité bactérienne, nous avons recueilli un
ensemble de résultats pour certains chercheurs d'Algérie et de la région méditerranéenne,
exprimés en diamétre de la zone d'inhibition (ZI) et la concentration minimale inhibitrice
(CMI), le (N) signifie que ce chercheure n’étude pas 1’activité de cette bactérie, le (-) signifie

que cette bactérie résiste cet extrait, et (HE) c’est une abréviation des huiles essentielles.
Activité antibactérienne déterminée par ZI

Dans le Tableau 4 on été présenté le diametre de zone d’inhibition par mm de quelques

especes du Romarinde différentes régions sur huit souches bactériennes.

Tableau 4 Activité antibactérienne contre quelques extraits des especes du Romarina partirle

diameétre de zone d’inhibition.

Espece et Diameétres des zones d’inhibition (ZI =mm) Référence
région Extrait Gram- Gram+
K S. P. E. S. B. B. E.
pneumoniae | typhimurium aeruginosa coli aureus subtilus cereus | faecalis
R. eriocalyx Aqueux N N 7,75 N - 8,45 N N Nouioua et
Setif Gaamoune.,
Meéthanol N N 9,12 N | 834 8,59 N N 2020
R.officinalis Méthanol N N 9 17 10 N N N Draoui et al.,
Béchar 80% 2020
o Acétone N N 7 12 10 N N N
ED 80%
E R.officinalis HE N N 16 17 10 N N N Djelloul et al.,
El Tarf 2017
R.officinalis Méthanol N N - 7 15,5 N 17,25 15.5 MOUAS et
Blida al. 2017
R.officinalis N N - 7 13,25 N 13,75 14
Djelfa
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R.officinalis HE N N 12,3 14,3 13,5 N N N MEHALAINE
Oum El et YAHIA.,
um 2012
Bouaghi
R.officinalis HE 12,7 N N - - N N N Risalitia et al.,
Gréce 2019
R.officinalis Ethanol N 10 N 8 22 N N N Benedec et al.,
Romania 2015
R.officinalis HE 12 N - 12 18 N N N Chahboun et al.,
2014
Maroc
21 R.officinalis HE N 11 15 17 12 N 28 17 Miladi et al.,
8 2013
g France
<
S | Rofficinalis HE N N - - - N N - Ait-Ouazzou et
3 al.,, 2011
g Maroc
g R.officinalis HE (pré- 10 N - 10 9 N N N Tommasi et al.,
;%D Italie floraison) 2009
HE 9 N - 9 18 N N N
(floraison)
HE (post- 12 N - 12 20 N N N
floraison)
R.officinalis HE N N 10 24 36 N N N NICULAE et
Romania al., 2009

Au contraire des diamétres des zones d’inhibitions des espéces du genre Thymus, les
diamétres des especes du genre Romarinsont plus proches.

Pour les études Algériennes la grande zone donner contre les bactéries a Gram négative a un
diamétre de 17mm pour I’extrait méthanolique 80% et I’huile essentielle du R.officinalisde
Béchar (Draoui et al., 2020) et El Tarf (Djelloul ez al., 2017) respectivement contre 1’E.coli,
pour la méme bactérie I’extrait méthanolique de R.officinalisdu Blida et Djelfa dans la moins
efficacité avec un diametre 7mm pour les deux, (MOUAS et al., 2017), aussi pour I’extrait
d’acétone 80% de méme espece contre la P. aeruginosa, par le diametre 7mm, (Draoui et al.,
2020), cette dernicre souche a une résistance contre 1’extrait méthanolique de R.officinalisdu
Blida et Djelfa qui ne donne pas la zone, (MOUAS et al., 2017).

Pour les bactéries a Gram positives la zone la plus large est de I’extrait méthanolique de
R.officinalisdu Blida contre la B.cereus par un diametre 17,25mm, (MOUAS et al., 2017),
I’espece R. eriocalyx de Setif a le diameétre 8,34mm pour 1’extrait méthanolique et pas d’effet

poue I’extrait aqueux surla S. aureus, (Nouioua et Gaamoune, 2020).

Parmi les études de la région méditerranéenne, 1’é¢tude du Romania sur 1’huile essentielle du
R.officinalisdonne la meilleure efficacité contre I’E.coli par le diametre 24mm pour les
bactéries & Gram négative, et contre la S. aureuspar le diamétre 36mm pour les bactéries a

Gram positive, (NICULAE et al., 2009), pour les méme souches et le méme espece les moins
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diamétres des sones donnés par I’extrait du Romania qui est 8mm, (Benedec et al., 2015), et

par l’huile essentielle (pré-floraison) d’Italie qui est 9mm, (Tommasi ef al., 2009),

respectivement avec les souches.

A partir les deux Gram des souches, il ya des bactéries ont une résistance contre quelques

extraits du R.officinaliscomme suivant la S. aureuset ’E.coli contre 1’huile essentielle de

Grece, (Risalitia et al., 2019), laP. aeruginosacontre [’huile essentielle de Maroc,

(Chahboun et al., 2014), la P.aeruginosa, la S. aureus, 1’E.coli ete. faecalis contre I’huile de

Maroc, (Ait-Ouazzou et al., 2011), et laP. Aeruginosa contre I’huile essentielle (avant,

pondant et apres la floraison) d’Italie, (Tommasi et al., 2009).

Activité antibactérienne déterminée par CMI

Dans le Tableau 5 on ¢été présenté la concentration minimale inhibitrice par pg/ml de

quelques especes du Romarinde différentes régions sur six souches bactériennes.

Tableau S5 Activité antibactérienne contre quelques extraits des especes du Romarina partir la

concentration minimale inhibitrice

Espece et Concentration minimale inhibitrice (CMI pg/ml) Référence
région Extrait Gram- Gram+
P. aeruginosa | K. pneumoniae | E. coli B. subtilus | S. aureus | E. faecalis
R. Ethanol 2 2 2 2 N N Outaleb et al.,
tournefortiiM 2020
ostaganem HE 10 20 15 6 N N
R.tournefortii Ethanol 2 2 4 2 N N
Djelfa
HE 20 20 20 8 N N
:?)D R.officinalis Méthanol 80% 3,12 N 3,12 N 3,12 N Draoui et al.,
i Béchar Acétone 80% 6,25 N 3,12 N 6,25 N 2020
= Aqueux 6,25 N 6,25 N 3,12 N
R.officinalisE HE 15 20 20 8 N N Outaleba et al.,
NSA Ethanol >20 20 >20 >20 N N 2015
R.officinalisT HE 4 2 4 2 N N
ablat Ethanol 4 2 6 2 N N
R.officinalis Méthanol N N 16,33 13,67 12,5 N Zeroual et al.,
Maroc g;n Ethanol N N 17,83 14 13,33 N 2022
% (% Ethyl N N 18,83 16,5 16,17 N
Q
=] acetate
E Méthanol N N 18,53 15,67 14,27 N
E 2 Ethanol N N 20,17 15,5 15,33 N
§0 é Ethyl N N 21,77 18,5 18 N
5
[~4 acetate
R.officinalis HE >30 N >30 N 15 >30 Ait-Ouazzou et
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Maroc al., 2011
R.officinalislz HE 10 10 10 2,5 10 2,5 Celiktas et al.,
mir (Turquie) (Juin) 2007
R.officinalisC 20 20 20 10 20 5

anakkale
(Turquie)
R.officinalis 20 20 20 10 20 10
Mersin
(Turquie)
R.officinalisT HE 250 N 67 N 160 N Marzouk et al.,
unisia 2006

Les résultats qui présentent dans ce tableaumontrer les moins concentration des extraits de ces

especes, qui possedent une activité antibactérienne sur six souches.

Pour la région Algérienne, I’étude d’Outaleba et al, (2015) de I’extrait ethanolique du
R.officinalisde I’Ecole Nationale Supérieure Agronomique (ENSA), donne la CMI la plus
¢levé est supérieure a 20ug/ml, contre la S. aureus et I’E.coli (Gram -) et contre la B.
subtilus(Gram+), pour la moins valeur de CMI est 2 ug/ml qui enregistrée par Outaleba et
al., (2020) pour I’extrait ethanolique du R. tournefortiide Mostaganem, contre les trois
souches a Gram négatives P. aeruginosa, K. pneumoniae et E. coli, et la B. subtilusa Gram
positive aussi pour I’extrait ethanolique de méme espece mais de Djelfa contre les méme
souches sauf I’E.coli, mais pour I’huile essentielle et 1’extrait ethanolique du

R.officinalisdeTablatcontre la K. pneumoniae et la B. subtilus,d’Qutaleba et al., (2015).

Pour la région méditerranéenne, les grandes valeurs de CMI d’huile essentielle
duR.officinalis, sont enregistrées par Marzouk et al., (2006), contre la P. aeruginosa (Gram -
) par 250pg/ml et contre la S. aureuspar 160 pg/ml, la valeur 2,5pg/ml c’est la moins CMI
seulement pour les bactéries a Gram positive B. subtiluset E. faecalis. Et 10ug/ml pour toutes

les souches a Gram négative.
Activité antibactérienne du genre Thymus

Par une recherche bibliographique sur l'effet des extraits du Thym, qu'il s’agisse des huiles
essentielles ou des extraits par solvants, sur l'activité bactérienne, on été recueillir un
ensemble de résultats pour certains chercheurs d'Algérie et de la région méditerranéen, ces
résultats sont représentés par des diametres des zones d’inhibition (ZI) et concentration

minimale inhibitrice (CMI), le (N) signifie que ce chercheure n’étude pas I’activité de cette

-
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bactérie, le (-) signifie que cette bactérie résiste cet extrait, et (HE) c’est une abréviation des

huiles essentielles.
A. Activité antibactérienne déterminée par ZI

Dans le Tableau 6 on été présenté le diamétre de zone d’inhibition par mm de quelques

especes du Thym de différentes régions sur certaines souches bactériennes.

Tableau 6 : Activité antibactérienne contre quelques extraits des espéces du Thym a partir le

diametre de zone d’inhibition par mm.

Espéce et Diameétres des zones d’inhibition (ZI =mm) Référence
région Extrait Gram- Gram+
S. K. P. E. P. E. B. B. S.
typhimurium pneumoniae aeruginosa aerogenes fluorescence coli subtilus cereus | aureus
T.Capitatu HE 32,33 N N N N 40 N N 37,26 Goudjila et
s Ghardaia al., 2020
T.fontanesi HE N N N N N 29 N N 40 ADIDA et
i Tiaret al., 2020
Aqueux N N N N N - N N 15
T. Ethanol 12 - 14 N N 10 N N 15,5 Messaoudiet
algeriensis al., 2019
Méthanol 9 - 16,5 N N 13 N N 19
Bechar
T. Aqueux N N N N 10,5 11,5 N N 11 Behidj-
Numidicus | Méthanol N N N N 12 12 N N 25 Benyounes,
Bouira Ethanol N N N N 22 13 N N 14,5 2015
T. HE N 19,6 16,4 16,6 N 20,4 N N 23,8 Zeghib et
o
E | numidicus 16 18,5 22,9 al, 2013
on
< Constantin
=
H e
T HE N N 11,3 N N 15 N N 17,3 MEHALAI
loeriensi NE et
algeriensis YAHIA.,
Oum El 2012
Bouaghi
T.fontanesi HE N N 8-9 N 9 20 N 20-25 25-30 HADDOUC
Mostaean Hlet al.,
! g 2009
em
T. HE - 50 34 60 N 48 72 N 66 Kaboucheet
numidicus al., 2005
Constantin
e
T.capitatus HE N N 11 N N 38 N 50 42 Tammar et
£ | Tunisia al, 2018
~ (Bizert)




Chapitre II : Etudes antérieures sur I’activité antibactérienne des deux plantes

T.capitatus N N 10 N N 32 N 33 34
Tunisia
(Boukormi
ne)
T.capitatus N N 7 N N - N 33 14
Tunisia
(Grombalia
)
T.capitatus N N 10 N N 29 N 42 34
Tunisia
(Kef)

T.vulgaris HE N - - N N 18 N N 22 Oulkheir et
Maroc al., 2017
T.migricus HE N N 9 9 N 9 N N 9 Kiiciikbay et
Turquie al., 2013

T.fllax N N 9 10 N 9 N N 10
Turquie
T.pubescen N N 8 9 N 9 N N 8
s
Turquie
T.vulgaris HE 24 N 32,33 N N 29 N 28 28,33 Milad iet al.,
France 2013
T. HE N 25,3 9,3 N N 30,7 42 39,7 25,7 Fadli et al.,
maroccanu 2012
sMaroc
T. N 25,6 10 N N 25,3 39,7 40,3 22,7
broussonet
iiMaroc
T. HE 15 13,5 14,5 N N 14 N 30 N Zouari et al.,
algeriensis 2011
Tunisia
T. HE N N 15,2 N N 17,8 N N 51 Ait-Ouazzou
algeriensis etal., 2011
Maroc
T.capitatus HE N 20 - N N 30 N N 30 Akrout et
Tunisia al., 2009
T.vulgaris HE N N 12 N N 15 N N 24 NICULAE
Romania etal., 2009
T hirtusTu | HE (parti 9 N 8 N N 9 N N 10 Ben Bnina et
nisia aérienne) al., 2009
HE 8 N 8 N N 10 N N 12
(fleur)

Les résultats de I’évaluation de I’effet antibactérien de différents especes du genre Thymus
¢tudies par différents chercheures sur nef souches bactériennes (2 Gram — et a Gram +) sont

montrés dans le tableau 6.
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En Algérie, pour les bactéries a Gram négatives, I’huile essentielle de I’espéce T.numidicus
de constantine a donné la meilleure activité avec les plus grands diameétres contre E.
aerogenes, K. pneumoniae, E. coli etP. aeruginosa avec des Z1 60, 50, 48 et 34mm
respectivement, par contre la S. #yphimuriumqui a une forte sensibilité contre cet huile,

(Kabouche et al., 2005).

L’extrait méthanolique de 1’espeéce T. algeriensis de Bechar sur S. typhimurium et 1’huile
essentielle de T.fontanesii de Mostaganem surP. aeruginosaet P. fluorescence ces extraits
sont de faible efficacité contre ces bactéries avec des diametres 9, 8-9 et 9mm respectivement,
(Messaoudi et al., 2019 et HADDOUCHI et al., 2009). L’extrait éthanolique et
méthanolique de 7. algeriensis de Bechar aussi n’ont pas une efficacité contre la 7.

algeriensis de Bechar (Messaoudi et al., 2019).

Pour les bactéries & Gram positives, autre fois, I’huile essentielle de I’espece T.numidicus de
constantine de Kabouche et al., (2005), a donné la meilleure efficacité sur la B. subtilus et la
S. aureus par des diamétres 72 et 66mm respectivement, 1’extrait aqueux du 7.numidicus de
Bouira a donne le moins diamétre pour la S. aureus qui est 11mm, (Behidj-Benyounes,

2015).

Dans la région méditerranéenne, a partir des souche bactériennes de Gram négatives, selon
Tammar et al., (2018), qui été étude Dactivité antibactérienne d’huile essentielle d’espece
T.capitatus de quatre régions tunisiennes (Bizert, Boukormine, Grombalia et Kef), I’huile de
ces régions ont une inhibition plus important sauf de la région de Grombalia qui n’effet pas
sur I’E.coli contrairement ’huiles des trois régions autres, les diametres de leurs zones sont

38, 32 et 29mm respectivement a Bizert, Boukormine et Kef.

Les huiles essentielles de T.capitatus tunisienne (Grombalia) (Tammar et al, 2018), de
T.pubescens Turc (Kiigiikbay et al., 2013) et de T.hirtus tunisienne (Ben Bnina et al., 2009),
ces huiles sont les extraits qui ont donné le moins expansion de la zone d’inhibition sur les
souches P. aeruginosa avec une diamétre 7, 8§ et 8mm respectivement, et 8mm pour 1’huile
des fleur de T.hirtus tunisienne sur la S. typhimurium (Ben Bnina et al., 2009).

L’huile essentielle de T.vulgaris Marocaine n’affecte pas contre la K. pneumoniae et P.
aeruginosa (Oulkheir et al., 2017), la P. aeruginosa a une forte résistance contre 1’huile

essentielle de T.capitatus selon Akrout et al., (2009).

-
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Au contraire des bactéries a Gram négative, les bactéries a Gram positive peut résistent les

extraits des plantes ou il a atteint la plus grande largeur est 5S1mm pour I’huile essentielle de

T. algeriensis Marocaine sur S. aureus qui étude par Ait-Ouazzou et al., (2011), mais selon

I’¢tude de Kiiciikbay et al., (2013), I’huile de T.migricus et T.pubescens est peut affecter

sur cette souche avec des diameétres 9 et 8mm respectivement.

Pour ces souches a Gram positive qui sont données, il n’y a pas de forte résistance contre les

extraits de ces chercheurs.

B. Activité antibactérienne déterminée par CMI

Dans le Tableau 7 on été présenté la concentration minimale inhibitrice par pg/ml de

quelques especes du Thym de différentes régions sur certaines souches bactériennes

Tableau 7 : Activité antibactérienne de quelques extraits des espéces du Thym a partir la

concentration minimale inhibitrice.

Espece et Concentration minimale inhibitrice (CMI pg/ml) Référence
région Extrait Gram- Gram+
K. S. P. E. E. coli B. S. aureus B.
pneumoniae typhimurium aeruginosa aerogenes subtilus cereus
T.fontanesii HE N N N N 3,125 N 6,25 N ADIDA et
Tiaret al., 2020
T. Ethanol 256 N 512 N 256 64 64 N Rezzoug et
algeriensisLa al., 2019
ghouat HE 256 N 512 N 64 32 32 N
T. algeriensis Ethanol - 130 150 N 270 N 65 N Messaoudi
Bechar etal., 2019
:% Méthnol - 110 185 N 220 N 40 N
=0
i T. HE 12 N 25 12 12 N 3 N Zeghib et
= numidicus al., 2013
Constantine
T.ciliatusTle HE N N - N 980 N 920 N Bousmaha-
mcen Marroki et
al., 2007
T. HE 0,016 0,016 64 0,016 0,016 32 32 N Kabouche
numidicusCo et al., 2005
nstantine
T. vulgaris HE >100 N 100 N 50 100 >100 25 Mancini et
= Salerno al., 2015
1§° (Italie)
2 T. 50 N 100 N 25 12,5 50 25
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vulgarisFrige
nto (Italie)
T. 100 >100 N 50 50 100 50
vulgarisContr
ada la
Francesca
(Ttalie)
T. 100 100 N 50 25 100 50
vulgarisMori
gerati (Italie)
T. 100 100 N 50 50 100 50
vulgarisZung
oli (Italie)
T.migricus HE N 259 250 250 N 500 N Kiigiikbay
Turquie etal.,2013
T .fllax N 250 250 250 N 250 N
Turquie
T.pubescens N 500 250 250 N 500 N
Turquie
T. HE N 10 N 1 N <0,5 N Ait-
algeriensisMa Ouazzou et
roc al., 2011
T hirtusTunisi | HE (parti N 10 N 1 N 1 N Ben
a aérienne) Bninaet al.,
HE N 10 N 1 N 1 N 2009
(fleur)

Tous les extraits des différents espéces du genre Thym qui présentés dans le tableau ont
montré un effet antibactérien sur huit souches bactériennes avec différents concentrations

minimale d’inhibition (CMI) allant de 0,016 a 980 pg/ml varier selon I’espéce et I’extraction.

En notant les études présentées dans le tableau pour différentes régions d'Algérie, on constate
que pour les bactéries de Gram négatives, la concentration minimale inhibitrice de 1’huile
essentielle de T.ciliatusde Tlemcen est plus haute chez I’E.coli, ou elle a atteint sa valeur la
plus ¢élevée 980upg/ml dans 1’é¢tude de Bousmaha-Marroki et al., (2007), suivi par 512pg/ml
qui la CMI de D’extrait éthanolique et I’huile essentielle du 7. algeriensis deLaghouat qui
¢tudié par Rezzoug et al., (2019), a ’inverse la moins CMI est 0,016 pg/ml pour I’étude de
Kabouche et al, (2005) de I'huile de T.numidicus de constantine contre les souches K.

pneumoniae, S. typhimurium, E. aerogenes et E. colipar la méme concentration.

A partir des bactéries a Gram positive a une CMI haute 920ug/ml pour I’efficacité 1’huile
essentielle de T.ciliatusde Tlemcen contre la S. aureusselon Bousmaha-Marroki et al.,

(2007), suivi par la CMI 65ug/ml de I’é¢tude de Messaoudi et al., (2019), qui détermine la
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moins concentration de 1’extrait éthanolique affecté sur la S. aureus, alors que I’huile
essentielle de 7.numidicus de constantine selon Zeghib et al., (2013), a une moins CMI contre

la S. aureus.

En ce qui concerne les études mentionnés dans le tableau pour les régions méditerranéennes et
pour les bactéries a Gram négative on observe que la CMI la plus haute c’est de 1’huile de
T.pubescensTurquiecontre la P. aeruginosaavec une valeur 500pug/ml, (Kiiciikbay et al.,
2013). Par contre, la moins valeur de CMI pour ces études est la CMI  1pg/ml des huiles
essentielles de7. Algeriensis Marocaine et de T.hirtusTunisienne contre I’E.coli ces études

réalisent par Ait-Ouazzou et al., (2011) et Ben Bnina et al.,, (2009), respectivement.

En revanche, les bactéries a Gram positive ont une CMI 500ug/ml aussi, de 1’étude de
Kiigiikbay et al.,, (2013), pour les huiles essentielles de T.migricus et T.pubescensTurquie
contre la S. aureus, contrairement, la moins CMI est inférieur de 0,5pug/ml pour 1’huile deT.

Algeriensis Marocaine de 1’étude d’Ait-Ouazzou et al., (2011), sur la méme souche.

Application des extraitsdes plantes dans le domaine agroalimentaire (agent
conservateurs)

Application en générale

Les additifs alimentaires sont utilisés pour aider ou compléter une variét¢ de méthodes de
production alimentaire. Les deux fonctions de base des additifs sont : (1) rendre les aliments
sirs en les protégeant des bactéries, ainsi qu'en empéchant leur oxydation et autres
modifications chimiques indésirables, et (2) donner aux aliments une apparence esthétique et
appétissante. CODEX-STAN 192-1995, un additif alimentaire est défini comme toute
substance qui n'est pas normalement consommée comme aliment en soi ou utilisée comme
ingrédient caractéristique d'un aliment. Le résultat de I'ajout d'un additif & un aliment est qu'il
devient directement ou indirectement un ingrédient de I'aliment. Les additifs alimentaires sont

divisés en six catégories : conservateurs, nutriments, colorants, ardmes, €paississants.

Les additifs conservateur, probablement la classe d'additifs la plus importante car Ils jouent un
réle important dans la fourniture d'aliments sirs. Les additifs conservateurs sont subdivisés en
agents antibactériens, Anti-bronzant et antioxydant. Ces additifs sont utilisés pour prolonger
la durée de conservation aliments et conservez-les en lieu slir nourriture principale (Santos-
Sanchez et al., 2017).

Applications des extraits du Romarin (agents conservateurs) :

-
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Extraits de Romarin (E392) la composition de 1'extrait de Romarin contient une variété de
polyphénols, qui ont une forte capacité antioxydant, a savoir l'acide carnosique, l'acide
rosmarinique, Carnosol et Rosemaryol, etc. Il a ¢été approuvé pour une utilisation dans
'annexe II du réglement UE n°® 1333/2008, avec le Japon et La Chine reconnait é¢galement son
utilisation dans les aliments, la définissant comme "une substance principalement composée
d'acide carnosique, de carnosol et d'alcool de Romarin, extraite des fleurs et des feuilles de
Romarin". Dans I'UE, l'extrait de Romarina de nombreuses applications, a savoir le lait
déshydraté, les graisses, les huiles, les pommes de terre, le chewing-gum, les décorations, les
boulangeries fines, les charcuteries, les viandes traitées thermiquement, les poissons
transformés, les ceufs transformés, la moutarde, les soupes, les bouillons, les sauces, les
collations. , noix transformées et compléments alimentairesAujourd’hui, l'extrait de
Romarinest un exemple d'extrait végétal (source naturelle) Sans danger pour la conservation
des aliments. Aujourd’hui, I’extrait de Romarinest un exemple de la fagon dont les extraits de
plantes (sources naturelles) peut étre utilis¢ en toute sécurité pour la conservation des aliments
(Carochoa et al., 2018), Plusieurs études ont montré que les constituants d’extrait du romarin
sont Action antimicrobienne contre de nombreux micro-organismes L'utilisation d'agents
appropriés ayant une activité¢ antioxydant et antimicrobienne aide a maintenir la qualité de la
viande, Prolonger la durée de conservation et prévenir les pertes économiques (C’ELAN et

al., 2006).

3. Applications des extraits du Thym

Chez le Thym, le thymol est toujours accompagné de son isomere carvacrol, et les deux C'est
un constituant de l'huile essentielle de thym, la plus étudiée pour son activité antioxydant.
(Nieto, 2020) ont comparé¢ 1'efficacité des deux composants et ont conclu qu'en Oxyde les
lipides a température ambiante, le thymol est un meilleur antioxydant que le carvacrol, il peut
Cela est dii aux positions différentes des groupes phénoliques dans le thymol par rapport a
celles du carvacrol. (Salehi et al., 2019) Ils ont démontré que le carvacrol est un composé
présent dans le Thym qui agit comme un conservateur contre les bactéries, telle que Dans la
mozzarella rapée Une poche antibactérienne contenant une mousse d'amidon microporeuse
imprégnée d'huiles de romarin et de Thym a été développée pour réduire la croissance
bactérienne dans la mozzarella rapée. Cette étude a également déterminé I'effet des composés
volatils de différentes concentrations d'huiles essentielles sur l'inhibition de la croissance de
Listeria monocytogenes (L. monocytogenes.) et la libération des huiles essentielles des

sachets. Croissance de Listeria monocytogenes. L'huile volatile a également un effet
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inhibiteur sur la croissance des LAB (bactéries lactiques) et des TAB (bactéries aérobies
totales). Cependant, la thérapie par poche a produit Une odeur unique jugée défavorable par
les panélistes. Les résultats montrent que ce systéme de poche a le potentiel de réduire la

croissance de L. monocytogenes, LAB et TAB dans les aliments. (Leplat, 2017).

Utilisation des extraits dans la médecine populaire

Utilisation des Lamiacées en générale

En raison du cout élevé des médicaments dans les pays en développement, la phytothérapie a
été développée et fabriquée comme une alternative a celle-ci (Erdogrul et al., 2002).

Les recherches actuelles montrent que certaines plantes labiées (souvent trouvées dans la
médecine traditionnelle turque) qu’ils poussent en Turquie sont des piégeurs de radicaux
libres efficaces. Ces plantes peuvent étre considérées comme une bonne source d'antioxydants
naturels a des fins médicinales telles que l'anti-age et d'autres maladies liées aux mécanismes
des radicaux libres (Erdemoglu et al., 2006).

De plusieurs plantes sont des composants importants de la cuisine traditionnelle, des
cosmétiques, des parfums et des médecines populaires, car certaines de ces plantes ont été
cultivées dans les jardins familiaux apres avoir été semi-domestiquées, afin de tirer parti de
leurs proprié¢tés (Regiane et al., 2015).

Au Portugal, la littérature scientifique ne contenait pas de recherche soutenant l'efficacité
potentielle des herbes médicinales, telles que leur activité antioxydante.Ces lamiacées ont été
utilisées en médecine populaire pour traiter de nombreuses maladies chroniques et le stress
oxydatif, et ce qui a aidé a expliquer ces utilisations est le rapport d'activité¢ de piégeage des

radicaux, dans le nord-est du Portugal (Barros et al., 2010).

Utilisation du genre de Romarin

Connu pour ses propriétés curatives, le Romarin est une herbe aromatique commune utilisée
en médecine traditionnelle dans le monde entier, chez les patients souffrant de migraine Au
Liban et pour 23,6 % des patients en Turquie, en médecine traditionnelle, la partie aérienne du
romarin est principalement utilisée pour l'administration orale sous forme de décoction ou
infusion, pour les effets anti-inflammatoires, maux de téte, douleurs abdominales,
antispasmodiques, cholérétique, diurétique, antalgique, antidépresseur, améliorer la mémoire,
utilis¢é comme un stimulant carminatif donc est administrée contre les troubles digestifs, et
aussi pour application externe comme un extrait cicatrisant, arthritiques, goutte et
antirhumatismal comme exemple a partir des fleurs de Romarin 'eau distillée est extraite pour

étre utilisée comme lotion pour les yeux ; et dans la cosmétique telle que le premier parfum
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européen c’est 1'eau hongroise a base d'alcool, a partir de romarin (Regiane et al., 2015). Le
Romarin, Rosmarinus officinalis L, a été utilisé aussi pour soulager la dysménorrhée
(Ghasemzadeh et al., 2017).

Utilisation du genre de Thymus

Répandu dans la péninsule ibérique, le Thymus (Lamiaceae) est un groupe taxonomiquement
complexe de plantes aromatiques traditionnellement utilisées en médecine en raison de leurs

propriétés antispasmodiques, antitussives et antiseptiques (Pina-Vaz et al., 2004).

Dans la médecine traditionnelle marocaine, le Thym a été utilisé comme un traitement de la
fievre, de la diarrhée, de la toux, des zones infectées et des plaies, et aussi comme un
stimulant, en général, il était utilis€ pour ses propriétés anti-inflammatoires par une
application topique ou par vois orale, en raison de sa capacité a soulager certaines douleurs
(Jaafari ef al., 2007). Les marocains utilisent le 7hym sous forme de décoction, de poudre ou

d’infusion (Bennouna et al., 2013).

Le Thym est un aliment fonctionnel et une médecine traditionnelle de renommée mondiale.
L'huile essentielle de Thym et d'autres extraits ont ét¢é amenés a l'utilisations traditionnelles
pour le traitement d'une gamme de troubles cardiovasculaires, de troubles respiratoires et
digestifs, rénaux et liés a l'inflammation, et qui peuvent étre dérivés de l'activité des dérivés

phénoliques (Xiao et al., 2019).

Le thymol est le principal constituant de I'huile essentielle de Thym. Les propriétés
antiseptiques et toniques du thym en font un tonique utile pour le syst¢éme immunitaire dans
les infections chroniques, en particulier les infections fongiques. Le Thym et I'huile de thym
ont été utilisés comme fumigeant, antiseptiques, désinfectants et bains de bouche. Ainsi que
des médicaments efficaces pour le traitement de la bronchite, de la coqueluche et d'autres
infections pulmonaires. Les feuilles fraiches peuvent étre machées pour soulager les maux de
gorge, et 'infusion au gott agréable peut étre utilisée pour les infections mineures de la gorge
et de la poitrine. Le Thym est utilisé avec d'autres herbes pour traiter 'asthme, le rhume des

foins et souvent pour traiter les vers chez les enfants (Dauqanl et Abdullahl, 2017).

Thymus numidicus Poiret, a des fleurs roses, est endémique de Tunisie et d'Algérie. Connu
localement sous le nom de "Zaateur", il est, comme de nombreuses autres especes du Thym,
utilisé dans la médecine populaire algérienne pour ses propriétés expectorantes, antiseptiques,

antitussives, antispasmodiques et vermifuges (Djeddi et Skaltsa, 2015).
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1) Matériel végétal

Les plantes utilisées sont deux plantes de la famille des Lamiacées (Lamiaceae), elles sont le

Thymus numidicus et le Rosmarinus officinalis. Nous avons acheté les deux plantes a

I'herboriste qui nous a dit qu'il les avait récoltées d'une montagne a Bainan et les avait séchées

a I'ombre, a 1'abri de la lumiére soleire.

Dans notre étude on a besoin la partie aérienne des deux plantes, Apres avoir éliminé les

impuretés.

2) Souches bactériennes

Dans 1’¢tude de DI’activité antibactérienne de nos extraits, nous avons utilisé quatre souches

bactériennes qui sont préparées dans I’institut Pasteur, Alger de référence obtenues de

I’American Type Culture Collection (ATCC) ce sont: Escherichia coli,; Pseudomonas

aeruginosa ; Staphylococcus aureus, Bacillus cereus. (Figure 2)

Tableau 8 : Souches bactériennes utilisées

Souches Gram Références
Escherichia coli Négatif ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa Négatif ATCC 27853
Staphylococcus aureus positif ATCC 25923
Bacillus cereus positif ATCC10987

Figure 2 : Représentations photographiques des souches bactériennes utilisées

3) Matériel de laboratoire et produits utilisés

1. Matériel
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Tableau9 : Instruments utilisé€s

Appareillages Verreries Autre
Rota-vapeur Erlenmeyer Portoir
Spectrophotometre Eprouvette Anse de platine

Plaque-chauffante agitatrice

Boites de Pétri Eppendorf

Vortex-agitatrice

Tube a vis Papier Wattman 3mm

Micropipettes Verre de montre Boites de Pétri en plastique
Balance de précision Flacons Spatules ; pinces
Bec- bunsen Entonnoir Ecouvillons
Etuve Bécher Pointes
Microonde Pipette Regle
Autoclave Papier filtre
2. Produits
TableaulQ : Produits utilisés
Produits Utilisations
éthanol Pour macération
Méthanol Pour diluer les extraits (Analyses quantitatives)
Ether de pétrole Pour délipidation

L’eau physiologiea0.9%

Pour préparer les suspensions bactériennes

Eau distillée

Pour préparer des milieux de culture

Eau de javel

Pour stériliser la paillasse

Na2CO3 Pour détecter les polyphénoles dans I’extrait
ALCL3 Pour détecter les flavonoides dans I’extrait
Folin Pour détecter les polyphénoles dans I’extrait

Gélose nutritive(GN)

Pour repique les souches bactériennes

Gélose Mueller Hinton (MH)

Pour ensemencer et étudier I’effet antibactérien

DMSO

Pour diluer les extraits (Activités antibactériennes)

4) Méthodes

1. Extraction
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Apres le broyage des plantes séchées, on obtient de la poudre végétale.
On a extrait les deux poudres des plantes par les mémes étapes comme suite :
A. 1 macération délipidation
On a pes¢é 50g de la poudre végétale et la mettre dans 1’erlenmeyer et ajoute 250ml de 1’éther
de pétrole, ce mélange est bien agité¢ jusqu'a ce que la poudre seéche soit complétement

humide, il est macéré pendant 24h dans la température ambiante (figure 3).

Figure 3 : Représentations photographiques deLa macération avec de I’éther de pétrole

Apres cette étape, le mélange est bien filtré par le papier filtre, ensuite on débarrasse du filtrat
et le résidu humide est séché bien dans 1’é¢tuve 40C° pendant 1h (on obtient une poudre
végétale autre fois). Le matériel végétal est pesé dans les deux cas humide et apres séchage.

(Figure 4).

Figure 4 : Représentations photographiquesde la pesé¢ des poudre aprés le séchage

B. Macération apres délipidation
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La poudre obtenue de la macération précédente est immergé dans 250ml d’un autre mélange
qu’il est I’hydroéthanol (125ml d’eau distillé et 125ml d’éthanol), on mélange bien la poudre
avec I’hydroéthanol pour humide la poudre, ce mélange est macéré pendant 24h a 72h, dans la
température ambiante, ce mélange a été filtré¢ deux fois. Au contraire de la premier macération

dans la deuxiéme macération on a ¢liminé le matériel végétal pas le filtrat. (Figure 5).

/

Figure 5: Représentations photographiques de lafiltration de la macéra hydro-éthanolique

C. Obtention des extraits bruts
Le filtrat de cette derniere macération est évaporé dans le Rotavapeur a 63C° pour ¢éliminer
I’eau et 1’éthanol, finalement on obtient 1’extrait brut qui est un liquide visqueux.
Ce liquide est vidé dans des boites de Pétri en verre et est évaporé dans I’étuve a 40C°

(Figure 6).

—'-------‘."L Y ——

Figure 6 : Représentations photographiques du séchage des extraits a I’étuve
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Durant le processus du séchage a 1’étuve, on faisait les pesé chaque deux jours jusqu’a ce que
le poids soit fixe et le solvant s’évapore totalement. Ensuite, les extraits secs sont récupérés et

conservés dans des petits flacons bien fermés. (Figure 7).

Figure 7 : Représentations photographiques des extraits bruts séchés

E
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Matériel végétales
50g thymus numidicus

50g Rosmarinus officinalis

-Extraction a froid : macération par
I’ethre de pétrole, 24h

-Filtration

Marc Extrait étheré

Evaporation a 1’é¢tuve 40co

]

Poudre végétal

-Macération hydroéthanolique
50%(125ml eau distillées et 125ml
¢thanol) Pendant 24 a 72 h

-Filtration 2 fois

Marc Extrait hydro -éthanolique

-Evaporation dans la
rota vapeur 63C°

-Etuve a 40C°

Extrait

Figure 8:Protocole d’extractions
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. Calcul du rendement

Le rendement est le rapport entre le poids d’extrait par rapport au poids du matériel végétal

des différents extraits a été calculé par la formule suivante:
Rendement = P(Ext) /P(MV) x 100, ou:

P(Ext) : Poids d'extrait sec apres 1’évaporation du solvant, en g
P(MV): Poids du matériel végétal, en g

. Etude phytochimique

Dans cette étude on détermine la quantité des polyphénols totaux et des flavonoides dans les
deux extraits.

La premicre étape est la préparation de la solution mere des deux extraits a raison de 1mg/ml.

. Dosage des polyphénols totaux

Les composés phénoliques totaux sont déterminés par [’utilisation du réactif de Folin
Ciocalteu (Dewanto et al., 2002), il est de couleur orange claire et apres la réagir avec les
polyphénoles résulte la couleur bleu. Ce dosage est réalisé comme suivant :

On tester trois tubes a essai on mettre dans chaque tube 0,5 ml du SM avec 0,5ml de méthanol
(MEOH) et 2ml de solution de carbonate de sodium NaCOs (7,5%)et agité¢ le mélange, apres
Smn d’incubation on ajoute 2,5ml de folin (1/10N) par le vortex le mélange est agité bien et
incuber le mélange a I’obscurité pendant 90mn dans la température ambiante, ensuit mesurer
I’absorbance a 760 nm par le spectrophotomeétre, cette analyse est répété trois fois pour
confirmer les résultats, la quantit¢ des polyphénoles est identifier a partir de la courbe
d’étalonnage qui réalise par différents concentrations d’acide gallique sous les méme
conditions de notre étude, (Figure 9).

Les résultats sont exprimés en pgeqAG/mg.

*
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Figure 9 : Représentation photographique du dosage des polyphénols totaux des extraits de

T.numidicus et R.officinalis

B. Dosage des flavonoides totaux

Pour déterminer la teneur des flavonoides totaux on utilise la méthode de colorimétrique
décrite précédemment (Miliauskas et al., 2004), Dans cette coloration on a besoin du
trichlorure d’aluminiumAICl; (2%), il est non colorer mais aprés la réagir avec les
flavonoides de la plante résulte la couleur jaune. Ce dosage est réalisé comme suivant :

On tester trois tubes a essai on mettre dans chaque tube 1ml du SM avec 1ml de méthanol
(MEOH) et 1ml du trichlorure d’aluminiumAICl; (2%), agiter le mélange et mesurer leur
absorbance par le spectrophotométre a 430 nm aprés I’incubation pendant 15mn dans la
température ambiante. cette analyse est répété trois fois pour confirmer les résultats, la
quantit¢ des flavonoides est identifier a partir de la courbe d’étalonnage qui réalise par
différents concentrations du Quercetine sous les méme conditions de notre étude, (Figure
10).

Les résultats sont exprimés en pgeqQ/mg.




Chapitre I : Matériel et méthodes

Figure 10 : Représentation photographique de dosage des flavonoides

3. Activité antimicrobienne (aromatogramme)
L’activité antibactérienne de nos extraits est reliée par le terme de diametre de la zone
d'inhibition autour des disques contenant les dilutions.
Notre étude est pour déterminé I’effet des deux extraits hydroéthanoliques, obtenus a partir
de R.officinalis (ERo0), et T.numidicus (ETn) sur quatre souches bactériennes Escherichia coli
ATCC 25922 ; Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ; Staphylococcus aureus ATCC
25923 ; Bacillus cereus ATCC10987.

A. Préparation des milieux de cultures
» GN (gélose nutritive)
La gélose nutritive est un milieu de culture utilisé pour isolé et purifié les bactéries qui les
on étude, elle est préparée comme suit :
Sur la plaque chauffante agitatrice, poser un erlenmeyer de 1000mL (1L) rempli par 1’eau
distillé avec 23g de la poudre de GN, Quand le mélange bout mettre le dans des flacons qui

sont stérilis¢ dans I’autoclave pendant 10mn a 121°C. (Figure 11).

» GMH (gélose Mueller Hinton)
Ce milieu est utilisé pour réaliser déterminer I’activté des bactéries avec des différentes
concentrations des extraits des deux plantes, Il est préparé comme suit :
Sur la plaque chauffante agitatrice poser un erlenmeyer de 1000mL (1L) rempli par I’eau
distillé avec 38g de la poudre de GMH, Quand le mélange bout mettre le dans des flacons

qui sont stérilisé dans 1’autoclave pendant 10mn a 121°C. (Figure 11).
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Figure 11 : Représentation photographique de préparation de la gélose

B. Préparation les dilutions des extraits (les gammes des concentrations)
Premiére chose est la préparation de la solution mére des deux extraits comme suite :
Dans I’Eppendorf, pesé¢ 100mg d’extrait et ajouté ImL de DMSO (Di-methyl-sulf-oxyde).
Ensuite on passe a la préparation des dilutions (A(SM)=100mg/ml; B=50mg/ml ;
C=25mg/ml ; D=12,5mg/ml ; E= 6,75mg/ml). Le DMSO c’est le témoin de cette expérience
(figure 12).

Figure 12 : Représentation photographique de préparation les dilutions des extraits

C. Préparation I’eau physiologie et les disques
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L’eau physiologie (0,9%) est utilisée pour préparer la suspension bactérienne, sa préparation
est : 0,9¢ de NaCl dans 100ml d’eau distillé. Apres la préparation conserver dans des tubes a
vis et stériliser dans 1’autoclave pendant 10mn a 121C°. (Dans chaque tube 9ml d’eau
physiologie).

Les disques sont utilisés comme des supports des extraits a divers concentration, ces disques
sont préparés du papier Wattman n°3qui est coupé a des disques de diametre 6mm conserver
ces disques dans des petits morceaux du papier aluminium et stériliser dans [’autoclave
pendant 10mn a 121C°.

. Préparation des boites de Pétri

Dans le Microonde, on a liquéfié¢ la gélose, et mis les boites stériles de 90mm de diametre
autour du bec Bunsen et coulé les boites de Pétri d’épaisseur 3mm, elles restent 30mn a la

T°C de laboratoire pour sécher. (Figure 13).

Figure 13 : Représentation photographique de préparation des boites de Pétri

E. Préparation de ’'inoculum bactérien

Sur la gélose nutritive (GN), prélever quelque colonie bactérienne isolée par 1’anse de platine
par des stries et incubé les boites pendant 24h a 37°C. Apres cette période résulte une culture
bactérienne jeune contienne des colonies isolés, ces derniers par une anse de platine stérile ont
été prélevées et homogénéisées dans les tubes de I’eau physiologique stérile ces suspensions
ont une opacité doive étre environ de 0,5 Mc Farland (10°UFC/ml). Ou ont été mesurées par la
spectrophotométrie & 625nm dans lequel les DO de ces derniéres peu étre entre 0,08 et 0,1.

(Ces suspensions peu utilisées pendant 10mn aprés les préparer).
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. Ensemencement

A partir des suspensions préparées, on faire 1’ensemencement sur la gélose Mueller Hinton
(GMH), a I’aide des écouvillons on prend une quantité de la suspension bactérienne et étaler
toute la surface de la boite de Pétri stériles de 90mm de diameétre autour du bec Bunsen (apres
le premier étalement en tourne la boite a 180° et étaler autre fois et a la fin passer 1’écouvillon
autour du bord de la surface de la gélose). Les boites ont été¢ fermes et définir sur la face

extérieure inférieure 1'ordre des concentrations et les laisser de cOté.

. Dépot des disques et des extraits

Les disques stériles ont été placés sur la gélose coulée dans les boites a 1’aide d’une pince
stérile, ensuite ces disques sont chargés par 10ul d’extraits .Un témoin négatif a été chargé par
10ul de DMSO.

Ces boites ont ét¢ incubées pendant 24h a 37°C dans I’étuve.

Cette expérience ou étude est terminé par la mesure des zones d’inhibitions a 1’aide d’une

regle.
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Etude phytochimique

Rendement d’extraits préparés

La préparation des extraits a partir des parties aériennes des deux especes
étudiées : Rosmarinus officinalis et Thymus numidicus par utilisation d’ethanol. Cette
extraction permet d'obtenir des extraits secs ce sont ERo et ETn respectivement.

Le rendement de ces extraits présents dans I’histogramme ci-dessous (Figure 14).

Rendement%
ERo " ETn
8.7
7.72
ERo ETn

Figure 14 : Présentation graphique des valeurs du rendement

Le résultat a été obtenu c’est que le rendement d’ERo (8,7%) est élevé que d’ETn (7,72%).
Ces résultats expriment que les composés bioactives de I’ERo sont plus solubles dans
I’hydroethanol que les composés bioactives de I’ETn.

L’¢tude de Ben El Hadj Ali ef al., (2014) qui détecte les rendement d’extrait méthanolique
des tiges et des feuilles du T.numidicus de source tunisienne, ces rendements sont
respectivement 22,77% et 28,58%, a comparativement de notre rendement celles sont plus
¢éleves.

Les valeurs ont été obtenus par rapport a celles de Fadili et al., (2015), qui ont réalisés une
extraction hydrométhanolique sur le Romarin (R.officinalis) et le Thym (T.satureioides)
récoltés du Maroc, sont peut faibles, tandis que les rendements qu’ils ont obtenus sont 13,6%
du R.officinalis, et 11,66% du T.satureioides.

Les facteurs tels que la taille des particules, la méthode de broyage et de dilipidation, les
propriétés du solvant, la T° et le temps d’extraction et la nature d’échantillon, sont des

facteurs qui affectent sur le rendement d’extraction (khoudja et al., 2014).
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2. Teneur en polyphénols totaux

Le groupe le plus important entre les composés phytochimiques des plantes c’est le groupe

des composés phénoliques, Pour la détermination le taux des polyphénols en tragant la

courbe d’étalonnage de la concentration de l'acide gallique (ug/ml) avec le coefficient de

corré¢lation (y=0,006x+0,019 ; R> = 0,982). (Figure 15).
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Figure 15: Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique

Les résultats du taux des polyphénols exprimés en microgramme d’équivalent de 1’acide

gallique par milligramme d’extrait (EAG pg/mg E). Ils sont représentés par la moyenne plus

ou moine I’écart type de trois mesures, Ces résultats sont présentés dans le tableau 11.

Tableau 11 : Teneur en polyphénols totaux

_ Polyphénols totaux (ng EAG / mg Ex)

ERo 53,50+1,76

ETn 111,5+3,33

Les résultats ont été obtenus par le dosage des polyphénols montrent que I’E7#n contienne la

teneur la plus élevé 111,5+3,33ug EAG/mg comparativement a I’ER053,50+1,76 pgEAG/mg.
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Dans 1’¢tude de Bourahima et al., (2021), le teneure polyphénolique de 1’extrait ethanolique
du Rosmarinus officinalis qui récolté de Cote d’Ivoire, est 60,09 + 1,90 ng GAE/mg, celle est
proche de notre étude.

Autre étude de Ben El Hadj Ali ez al., (2014) quantifie les teneurs des composés phénoliques
dans les tiges et les feuilles du 7. numidicus qui récolté de la Tunisie, ces parties du plante sont
extrait par le solvant de méthanol, 81,85 + 2,75mg EAG/g et 98,66 = 3,17mg EAG/g sont les
valeurs du polyphénoles totaux qui les trouves dans les tiges et les feuilles respectivement, ces
teneurs €levés par rapport de notre résultat.

Aussi I’¢tude de Ramdan ef al., (2018) sur la photochimique du Rosmarinus officinalis
récolté du Maroc, identifier que le teneur d’extrait éthanolique en polyphénol de celle-ci
148,87+0,45 mg AG/g est plus élevé par comparaison avec notre teneur.

Le contenu en polyphénols totaux de notre extrait £7n est €levé par rapport a celui trouvé par
Muhammad et al., (2016) pour I’extrait méthanolique de T.vulgaris récolté¢ de la Jordanie
avec une teneur de I’ordre de 1,5440,03mg GAE /g .Notre valeur est élevé aussi par rapport a
celle de I’extrait aqueux du 7. algeriensis 4,954 = 0,20mg GAE/g obtenue par Guesmiet
al.,(2017).

. Teneur en flavonoides totaux

Pour la détermination du taux des flavonoides en tragant de la courbe d’étalonnage de la
concentration de la quercetine (ug/ml) avec le coefficient de corrélation (y= 0,044x+0,097; R?

= 0,999).

.
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Courbe d'étalonage des flavonoides

0.9

0.8 y = 0,044x- 0,0976
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Figure 16 : Courbe d’étalonnage de quercétine

Les résultats du taux des flavonoides exprimés en microgramme d’équivalent de la quercetine
par milligramme d’extrait (ugEAG/mg Ex). Ils sont représentés par la moyenne plus ou
moine 1’écart type de trois mesures, Ces résultats ont ét¢ mentionnés dans le tableau 12.

Tableau 12 : Teneure en flavonoides totaux

ERo 6,65+0,11
ETn 15,96+0,15

Les résultats ont été¢ obtenus par le dosage des flavonoides montrent que I’E7n contienne la
teneur la plus élevé 15,96+0,15 pgEQ/mg comparativement a I’ERo 6,65+0,11ugEQ/ mg.

Le contenu en flavonoide totaux de notre E7n est plus faible par rapport a celui trouvé par
Ramdan et al., (2018). Pour I’extrait éthanolique de T.satureioides récolté du Maroc avec une
teneur de l'ordre de 82+0,74 mg Qu/g. La méme étude montre que le teneur d’extrait
ethanolique du Rosmarinus officinalis est élevé 92,78+0,78 mgEQ/gpar rapport notre teneur.
L’¢tude de Ben El Hadj Ali et al., (2014) quantifie les teneurs des flavonoide dans les tiges et

les feuilles du T.numidicus qui récolté de la Tunisie, ces parties du plante sont extrait par le
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solvant de méthanol, 38,11 = 0,98 mg RE/g et 54,28 + 1,6 mg RE/g sont les valeurs du
flavonoide totaux qui les trouves dans les tiges et les feuilles respectivement, ces teneurs
¢levés par rapport de notre résultat.

Activité antibactérienne

Dans cette ¢tude, ’activité antibactérienne des extraits hydroéthanoliques du Rosmarinus
officinalis et du Thymus numidicus est évalué sur 4 souches bactériennes de référence ATCC
de différents Grams (Gram+ et Gram-) par la méthode de diffusion su milieu gélosé.

Apres I’incubation, on a mesurée la zone d’inhibition des différentes souches bactériennes
testées ; les résultats qui ont ét¢ obtenir sont enregistrés dans les tableaux 13 et 14.

Le tableau 13 et les figures 17, 18, 19, 20, 21 présentent les zones d’inhibition de croissance
du R.officinalisa  différentes

bactérienne obtenus I’extrait

concentrations (100 ; 50 ; 25 ; 12,5 et 6,25) mg/mL.

par hydroethanolique
Le tableau 14et les figures 22, 23, 24, 25, 26 présentent les zones d’inhibition de croissance

bactérienne obtenus I’extrait T.numidicusa différentes
concentrations (100 ; 50 ; 25 ; 12,5 et 6,25) mg/mL.

Extrait de R.officinalis

par hydroethanolique du

Ces résultats déterminent I’efficacité d’ERo sur les souches bactériennes,

Tableau 13 : Diamétres des zones d'inhibition d’extrait hydroethanolique

Diameétres des zones d'inhibition de croissance bactérienne (mm)
Souches
bactériennes Concentrations (mg/mL)
100 50 25 12,5 6,25
Staphylococcus
1740,00 12,25+0,25 10,25+0,75 8,5+1 8,25+0,75
aureus
Bacillus cereus | 10,75+0,25 10,5+0,00 / / /
Pseudomonas
/ / / / /
aeruginosa
Escherichia coli / / / / /

+ : la moyenne plus ou moins 1’écart type de deux répétitions, / : diameétre nulle.
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M Staphylococcus aureus
-1 Bacillus
kd Pseudomonas aeroginosa

L Escherichia coli

100 50 25 12,5 6,25

Ro

Figure 17 : Présentation graphique des diamétres des zones.

Le tableau 13 est présenté que la souche S.aureus ATCC25923 a des zones d’inhibition
diminutives respectivement et parallélement avec les concentrations 17+0,00mm a
100mg/ml, suivi par 10,254+0,75mm a 50mg/ml, et 10,254+0,75mm a 25mg/ml et apres
8,5+1mm a 12,5mg/ml et 8,25+0,75mm pour la faible concentration 6,25mg/ml, La souche
B.cereus ATCC10987 a la zone d’inhibition seulement a la concentration 100 et 50mg/ml
10,75+0,25, 10,5+0,00 respectivement, Les deux autre souches P.aeruginosaATCC 27853 et

E.coli ATCC10987 n’ont pas de zone d’inhibition pour toutes les concentrations.
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Figure 18 : Représentation photographique des zones d’inhibition pour I’ERo sur S.aureus

ATCC.

B.cereus

Figure 19 : Représentation photographique des zones d’inhibition pour I’ERo sur B.cereus

ATCC.
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Figure 20 : Représentation photographique des zones d’inhibition pour I’ERo sur
P.aeruginosa ATCC.

Figure 21 : Représentation photographique des zones d’inhibition pour I’ERo sur

E.coli ATCC.
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2. Extrait du T.numidicus

Ces résultats déterminent 1’efficacité d’ERo sur les souches bactériennes,.

Tableau 14 : Diametres des zones d'inhibition d’extrait hydroethanolique du 7. numidicus

Diameétres des zones d'inhibition de croissance bactérienne (mm)
Souches
. Concentrations (mg/mL)
bactériennes
100 50 25 12,5 6,25
Staphylococcus
20+1 10,25+0,25 10,5+0,5 9,25+0,25 | 8,75+0,25
aureus
Bacillus cereus 9,5+1 9+0,5 / / /
Pseudomonas
. / / / / /
aeruginosa
Escherichia
/ / / / /
coli

+ : la moyenne plus ou moins I’écart type de deux répétitions, / : diametre nulle.

18
16
14
12
10

o N BE O G

M Staphylococcus aureus
_1Bacillus
i Pseudomonas aeroginosa

Ld Escherichia coli

100 50 25 12,5 6,25

Tn

Figure 22 : Présentation graphique des diamétres des zones.
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Le tableau 14 est présenté que la souche S.aureus ATCC25923 a des zones d’inhibition
diminutives respectivement et parallelement avec les concentrations 20+Imm al00mg/ml
suivi par 10,25+0,25mm a 50mg/ml, 10,5+0,5mm a 25mg/ml, et aprés 9,25+0,25mm a
12,5mg/ml et 8,75+0,25mm pour la faible concentration 6,25mg/ml, La souche B.cereus
ATCC10987 a la zone d’inhibition seulement a la concentration 100mg/ml et 50mg/ml qui
sont 9,5t£1mm, 9+0,5mm respectivement, Les deux autre souches P.aeruginosa ATCC27853

et E.coli ATCC10987 n’ont pas de zone d’inhibition pour toutes les concentrations.

Figure 23 : Représentation photographique des zones d’inhibition pour I’'E77 sur S.aureus

ATCC.
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B.cereussi

Figure 24 : Représentation photographique des zones d’inhibition pour I’ETx sur B.cereus

ATCC.

P aeruginos

Figure 25 : Représentation photographique des zones d’inhibition pour I’E7% sur

P.aeruginosa ATCC.
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Figure 26 : Représentation photographique des zones d’inhibition pour I’ETn sur

E.coli ATCC.
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Discussion

Dans notre étude nous avons réalisé une évaluation pour I’activité antibactérienne d’extrait
hydroéthanolique de deux lamiacées (R.officinalis et T.numidicus) qui sont dissoudre dans le

DMSO (le DMSO c’est un témoin négatif).

Concernent les résultats enregistrés dans les Tableaux 10 et 11, On peut constater que 1’ERo
et ’ETn ont inhibés la croissance contre S.aureus ATCC25923 (Gram+)a toutes les
concentrations (100 ; 50 ; 25; 12,5 et 6,25) mg/ml, ou les diamétres des zones d’inhibition
correspondant sont respectivement (170,00 ; 12,25+0,25 ; 10,25+0,75 ; 8,5+1 et 8,25+0,75)
mm d’ERo, et d’ETn (20%1 ; 10,25+0,25; 10,5+0,5; 9,25+0,25 et 8,75+0,25) mm. Donc
I’efficacité d’ETn est plus que d’ERo pour S.aureus sauf a la concentration 50mg/ml qui sont

au contraire.

L’ERo et I’ETn a des concentrations (100 et 50) mg/ml seulement ont des zones inhibitrices
ce sont respectivement (10,75+0,25 ; 10,5+0,00) mm, et (9,5+1 ; 9+£0,5) mm contre B.cereus

ATCC10987 (Gram+). A I’inverse de S.aureus, I’extrait le plus efficace est I’ETn.

L’activité contre les deux autres souches restent P.aeruginosa ATCC 27853 et E.coli ATCC
10987 (les deux sont de Gram-), est nulle, c'est-a-dire pas de zone d’inhibition pour toutes les

concentrations des deux extraits.

Dans I’étude de Ramdan et al., (2018) sur ’activité antibactérienne du R.officinalis, nous
remarquons que l’effet de leur extrait éthanolique sur quelques souches bactériennes, pour
10ul d’extrait a une concentration 50 mg/ml, donne les valeurs suivant, FE.coli
(10,6+0,11mm), B.cereus (12,2+0,09mm) et S.enterica (10,2+0,09mm). Par la comparaison
avec notre étude on se trouve que cet extrait est efficace sur I’E.coli contrairement a nos
résultats. Pour la B.cereus, 1'effet de 1'extrait de leur étude est presque le méme que celui de

notre étude. Mais sur S.enterica n’on pas testé.

Autre étude de Mouas et al., (2017), aussi sur I’activité antibactérienne du R.officinalis, mais
par un extrait méthanolique de deux régions Blida et Djelfa sur certaine souches bactériennes,
nous prenons les résultats de l'effet de cet extrait sur les mémes souches que nous avons
¢tudiées, ou les zones d’inhibition de I’extrait de la région Blida 15,5mm sur S.aureus, et
17,25mm sur B.cereus, ce sont les plus €levé par rapport de celles de 1’extrait de la région

Djelfa 13,25mm contre S.aureus, et 13,75mm sur B.cereus. Pour 1’extrait des deux régions les
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souches restent E.coli et P.aeruginosa, I’'une leurs zones sont été égales 7mm et ’autre n’a

pas des zones.

L’¢étude de Tayel et El-Tras, (2009) qui sont identifi¢ I’effet de 1’extrait ethanolique et
I’extrait aqueux du R.officinalis et T.vulgaris égyptiens, sur nombreuses souches bactériennes,
a la concentration 20g/1, les diamétres des zones d’inhibition d’extrait du Romarin sur la
plupart des souches sont plus importantes pour 1’extrait ethanolique par rapport celles
d’extrait aqueux, contrairement pour D’extrait du Thym.les diamétres par mm sont
successivement comme suit 1’extrait ethanolique et aqueux du Romarin suivant 1’extrait
ethanolique et aqueux du 7Thym, donc les valeurs pour E.coli 12 et 11; 12 et 14, pour
P.aeruginosa 12 et 11 ; 14 et 11, pour S.aureus 10 et 12 ; 12 et 11. A la concentration de cette
étude, les zones de nos résultats sont réalisées seulement contre S.aureus par des diametres

moins de leurs.

Dans I’é¢tude de Kabouche et al., (2005) qui détermine I’effet des huiles essentielles du
T numidicus récolté¢ a Djebel El Ouahchsur quelques souches bactériennes, a 128 pg/ml la
souche la plus sensible pour les huiles essentielles est la B.cereus par un diamétre 72 mm par
contre la souche la moins sensible a celles c’est la Proteus mirabilis par un diametre 32 mm,
les diamétres des zones d’inhibition des autres souches S.aureus ATCC 25923, Enterobacter
aerogenes, Klebsiella pneumoniae, E.coli ATCC 25922, Serratia marcescens et P.aeruginosa
ATCC 27853 sont 66, 60, 50, 48, 46 et 32mm respectivement, ces valeurs sont trés plus

¢levés comparativement de 1’extrait de notre étude.

Par conséquent, les bactéries Gram négatifs sont trés résistantes aux extraits que nous avons
¢tudiés, tandis que les bactéries Gram positifs sont plus ou moins sensibles aux extraits
alcooliques. Cette différence de gramme dans les souches bactériennes peut avoir un effet sur
la capacité de pénétration du composé actif. Au contraire les bactéries Gram+, les bactéries
Gram- ont des barrieres a la pénétration des molécules hydrophobes telles que les
polyphénols, comme E. coli, qui ont des parois riches en lipopolysaccharides qui empéchent

les molécules hydrophobes de traverser la membrane (Bouyahya et al., 2017).

-
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Conclusion

Depuis I'Antiquité, les plantes aromatiques sont utilisées dans divers domaines tels
que la médecine, notamment la médecine traditionnelle, la cosmétique, et la
cuisine.., et comme agent conservatif des alimentes la plupart des recherches sur ces
plantes montrent leur richesse en substances naturelles utilis€ en phytothérapie, ce

sont des composants bioactifs (comme les polyphénols et les flavonoides).

Parmi les familles qui appartiennent ces plantes aromatiques médicinales, on trouve
la famille des Lamiacées, cette famille comprend de nombreux genres différents
comme le Thymus (Thym) et le Rosmarinus (Romarin), Salvia (Sauge), Ballota,

qui sont utilisés en phytothérapie comme des antibactériennes, des
antifongiques et aussi des antiseptiques, et comme agent conservative des

alimentes.... ces utilisations sont réalis€s a partir ces extraits et huiles essentielles.

Notre ¢tude porte sur les études phytochimiques de deux genres de la famille des
Lamiacées (Thym  numidicus et  Rosmarinus  officinalis) et leur activité

antibactérienne.

Les extraits des deux plantes que nous avons étudiées ont été obtenus par macération
de la partie aérienne de chaque plante dans le solvant d’hydro éthanol, a partir de
cette macération nous sommes déterminés le rondement qui est élevé au Romarin

qu'au Thym.

L'évaluation quantitative des polyphénols totaux et des flavonoides totaux dans
l'extrait hydroéthanolique des deux plantes montre que l'extrait du Thym contienne
une quantit¢ élevé du polyphénol (111,5+£3,33) et du flavonoide (15,96+0,15) par
rapport a du romarin qui montre des quantités faible du polyphénol (53,50+1,76) et
du flavonoide (6,65+0,11).

pour montrer [’activité antibactérienne d’extrait de deux plante on  utilisons la
méthode de diffusion sur gélose Mueller-Hinton, les deux extrait donné une résultat
négative sur les bactérie gramme négative (Escherichia coli ATCC 25922;
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) mais les deux extrait ont montré des zone
d’inhibition claire sur bactérie gramme positive (Staphylococcus aureus ATCC
25923; Bacillus cereus ATCC10987). La différence d’effet des extraits est due a la

structure de la membrane bactérienne.
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Conclusion

Notre ¢étude montre que les extraits de parties aériennes de romarin et de thym
contiennent des quantités importantes de polyphénols et de flavonoides, qui sont
controlés par la région et la méthode de récolte, le séchage et la méthode
d'extraction, en plus du type de gramme bactérienne, ces derniers ont également des

effets sur 'activité bactérienne .
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Annexe I : Appareillages utilisés pour réaliser 1’activité antibactérienne au Centre
Universitaire de Mila.
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Annexe II : Verreries utilisés au Centre Universitaire de Mila.
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