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Introduction générale

Introduction générale

L’histoire des plantes aromatiques et médicinales est associée a 1’évolution des
civilisations. Dans toutes les régions du monde, 1’histoire des peuples montre que ces plantes
ont toujours occupé une place importante en médecine, dans la composition des parfums et dans
les préparations culinaires. La valorisation de ces ressources naturelles végétales passe
essentiellement par I’extraction de leurs huiles essentielles (HE). Ces derniéres sont des
produits a forte valeur ajoutée, utilisées dans les industries pharmaceutiques, cosmétiques et

agroalimentaires (amarati et al.,2011) .

L*Algérie, par sa situation géographique, offre une végétation riche et diverse. Un
grand nombre de plantes aromatiques et médicinales y poussent spontanément. A cette grande
diversité floristique, s‘ajoute une tradition séculaire d‘utilisation traditionnelle des plantes. En
effet, malgré les progres réalisés en médecine, plusieurs populations, notamment celles
des campagnes et des régions rurales, ont recours aux plantes pour se soigner,
soit par inaccessibilité aux médicaments prescrits par la médecine moderne, soit parce que ces

plantes ont donné des résultats thérapeutiques trés encourageants lors de leur utilisation.

le probléme actuel c’est que la flore Algérienne,avec ses 3000 espéces appartenant a
plusieurs familles botaniques dont 15 % endémiques, reste trés peu explorée aussi bien sur le

plan pharmacologique que phytochimique selon zeghib(2013).

Parmi ces espéce dont I’effet thérapeutique reste malconue ; trouvons le genre thymus qui
fait I’objectif de notre étude ; englobant de nombreuses espéces et variétés, dont la composition
chimique desHE (Huiles essentielles) de certaines d’entre elles a été étudiée depuis longtemps.
Aussi, les huiles de plusieurs especes du thym sont investiguées pour leurs propriétés

antibactériennes et antifongiques selon amarati et al., (2011) .

Les huiles essentielles (HE) sont quelques-uns des composés exceptionnels trouvés dans
le thymus qui peuvent exercer des activités antifongiques, phytotoxiques et insecticides, qui
encouragent leur exploration et leur utilisation potentielle a des fins agricoles et alimentaires
(Ghasemi et al., 2020).

C'est dans ce contexte que s'inscrit nos travaux, dans lesquels nous avons testé le pouvoir
thérapeutique du thym en plus de son activité antifongique contre le micro-organisme

pathogene de genre Aspergillus (Aspergillus niger) .
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Les objectifs de notre ¢tude, s’articule autour des trois points suivants :

>Tracé le profil chimique des HEs choisie pour cette étude.

>Evaluation par test de diffusion sur disque d’agar la propriété antifongique des HEs de

thym contre Aspergillus niger .
Notre travail comporte deux parties :

la premiére partie est consacrée pour la synthese bibliographique qui est composée de
deux principaux chapitres. Le premier chapitre est dédi¢ a 1’étude des plantes médicinales
notament le Thymus vulgaris utlisé et les huiles essentiels (HES). Le deuxieme porte sur une
¢tude mycologique de I’espece fongique étudiéeAspergilus niger .Dans la deuxieme partie,
nous avons testés le pouvoir antifongique des HEs de la plante aromatique endémiques contre

[’Aspergillus Niger .



Premiere partie :

Synthese bibliographique
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Plante médicinale et huiles essentielles

1. Les plantes medicinale :

La définition d’une plante médicinale est tré¢ simple, en fait il s’agit d’une plante qui est
utilisée pour prévenir, soigner ou soulager divers maux . Les plantes médicinales sont des
drogues végétales dont au moins une partie posséde des propriétés medicamenteuses. Environ
35000 especes de plantes sont employées par le monde a des fins médicinales, ce qui constitue
le plus large éventail de biodiversité utilisé par les étres humains. Les plantes médicinales
continuent de répondre a un besoin important malgré I’influence croissante du systeme sanitaire

moderne (zeghad , 2009)

1.1 Thym:
Le thym est une plante condimentaire qui appartient a la famille des Labiées.

Le genre Thymus L. se compose d'environ 215 espéces de plantes vivaces herbacées et
des sous-arbustes. Il pousse spontanément sur les coteaux arides de la méditerranée. Il est
couramment utilisé dans le domaine thérapeutique, ceci est di a ses propriétés
Pharmacologiques et aromatiques : antispasmodique, antiseptique, antitussif et expectorant
C'est I'une des espéces les plus utilisées dans la médecine populaire, pour Stimuler I'action dans
toutes les fonctions de l'organisme) et aussi pour l'activité antimicrobienne de [I'huile
essentielle (Touhami, 2017)

1.1.1 Description botanique du thym :

Le thym est un sous-arbrisseau touffu a tige dressée, ligneuse, rameuse et tortueuse a la
base, pouvant atteindre 40 cm de hauteur. Les rameaux blanchatres, courtement velus, portent
des feuilles persistantes, de petite taille (3 a 12 mm de long sur 0,5 a 3 mm de large), opposees,
lanceolées ou linéaires, a limbe entier ; elles sont subsessiles et de couleur vert grisatre ;
beaucoup sont le point de départ de ramuscules tres courts, formant des faisceaux de petites
feuilles issues de celles des tiges ; leur face inférieure est feutrée et ponctuée de poils sécréteurs,
alors que leur face supérieure est glabre et marquée par une nervure centrale déprimee ; les
marges du limbe sont généralement enroulées sur la face ventrale, ce qui donne a la feuille une

forme générale d’aiguille.

Les fleurs, regroupées par 2 ou 3 a I’aisselle de feuilles, sont rassemblées en glomérules ovoides
; elles sont de petite taille et zygomorphes ; le calice est velhérissé de poils durs, en forme de

tube ventru a la base et de 3 a 4 mm de long ; il est formé de 5 sépales soudés en 2 levres

3
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inégales, celle du haut étant tridentée et celle du bas bilobée, ciliée et arquée ; la corolle est de
taille variable, bilabiée et de couleur mauve. Le fruit est un tétrakéne qui renferme a maturité 4
minuscules graines (I mm), brun clair a brun foncé. La floraison a lieu de juin a octobre (Goetz
et Ghedira , 2012).

B3 PARTIES UTILISEES

Les parties aériennes, récoltées en été,
contiennent de I'huile essentielle aux
propriétés antiseptiques.

L 4

Feuilles
fraiches

.. Parties aériennes
S a7 fraiches

'
A

L 4

Les feuilles ont un gott
aromatique et amer.

Parties aériennes séchées

Figure 1 partie utilisé de thym (Iserin, 2001)

1.1.3 Biogéographie
Selon Heni (2016) , Le Thymus de la famille des Lamiacées ou Labiées, comprend
plusieurs espéces botaniques réparties sur tout le littoral et méme dans les régions internes
jusqu’aux zones arides . Il est représenté en Algérie par de nombreuses especes qui ne se prétent
pas aisément a la détermination en raison de leur variabilité et leur tendance a s’hybrider

facilement. Sa répartition géographique est représentée dans le Tableau suivant .
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Tableau 1 Localisation principale de thym en Algérie (Heni, 2016)

Espéces Découverte Localisation

Thymus capitatus Hoffiman & Link Rare dans la région de Tlemcen

Thymus fontanesii Boiss & Reuter Commun dans le Tell Endémique
Est Algérie-Tunisie

Thymus commuiaius Battandier Endémique Oran

Thymus numidicus Poiret Asser rare dans:

Le sous secteur de 17atlas tellien
La grande et la petite Kabylie
De Skikda a la frontiére tunisienne Tell

constantinods

Thymus guyoni Noe Fare dans le sous secteur des hauts
plateaux algérois, oranais et
constantinods

Thymus lancéolatus Desfontaine Rare dans:

le secteur de l'atlas tellien (Terni de
Meédéa Benchicao) et dans le sous secteur
des hauts plateaux algérois, oranais
(Tiaret) et constantinois

Thymus pallidus Coss Trés rare dans le sous secteur de L°Atlas
Saharien et constantinois

Thymus hirtus Willd Commoun sauf sur le littoral

Thymus glandulosus Lag Tres rare dans le sous secteur des hauts
plateaux algérois

Thymus algériensis Boiss et Reuter Trés commun dans le sous secteur des

hauts plateaux algérois, oranais
Thymus munbyanus Boiss et Reuter Endémique dans le secteur Nord algérois

1.1.4 Classification :
Reégne : Plantes

Sous Régne : Plantes vasculaires
Embranchement : Spermaphytes

Sous Embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Sous Classe : Dialypétales

Ordre : Labiales
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Famille : Lamiacées
Genre : Thymus(Benourad, 2015)

2. Huiles essentielles
» Ce sont des substances caractérisées par un ensemble d’activités biologiques
prouvées par la communauté scientifique, parmi lesquelles on peut citer

brievement 1’activité antimicrobienne (Benbelaid, 2015)

2.1 Méthodes d’obtention des huiles essentielles :

Différentes méthodes d’extraction sont utilisées, le choix de la technique dépendra de la
partie de la plante sélectionnée, du rendement souhaité, de la durée d’extraction, du codt... A
titre d’exemple, la fleur de lavande contenant plus d’HE que la tige, la distillation de la fleur
présentera un meilleur rendement que celle de la tige. Quel que soit la méthode utilisée, la

composition moléculaire d’une HE doit rester identique au cours de 1’extraction ( Muther, 2015)

2.1.1 Hydrodistillation :
L’hydrodistillation est I’une des méthodes les plus préconisées pour I’extraction des HEs
a partir des épices séches. Son principe consiste a immerger la matiére végétale directement

dans un réacteur rempli d’eau placé sur une souche de chaleur (Chenni, 2016 ;Bousbia, 2011)

) Condenseur
Colonne de distillation

Cohobage . ;
+«— Huile essentielle

&—— Phase aqueuse

Vase florentin
Réacteur —™
W _
Matériel végétal N PR ¢ Eau
>

Plaque chauffante

Figure 2 schéma de montage de I'hydrodistillation(Chenni,2016)
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2.2 Activite biologique des huiles essentielles

2.2.1 Activité antimicrobienne
L’objectif principal de cette partie est la présentation de ’action antimicrobienne des
huiles essentielles , des mécanismes d’action de ces composés sur les microorganismes et de

certains facteurs déterminant cette activité .

Les terpénoides et les phénylpropanoides constituent les composants actifs les plus
importants des huiles essentielles , dont les mono- et sesquiterpénoides forment lamajeure partie
. Les huiles essentilles peuvent comporter plus de soixante composants différentes dont le
composant majeur peut constituer plus de 85% (Chouitah, 2012)

2.2.2 Activité antifongique :

Les infections fongiques sont d'une actualité criante aujourd'hui. En effet, leur extension
est largement favorisée par l'utilisation abusive et parfois trop légére des antibiotiques. Ici les
groupes moléculaires cités en priorité pour leur action antibactériennes se révelent également
actifs sur les champignons. Néanmoins, la durée d'un tel traitement sera plus longue que pour

celle d'un traitement antibactérien (Pierron,2014)

2.2.3 L’effet des huiles essentielles de thym sur la cellule d’Aspergillus niger
L’importance de la bioactvité est en relation avec sa fort teneur en thymol et en montrés
que les H.Es riches en dérivés phénoliques ( carvacrol est thymol) Les phénils terpenique cause
de plusieurs dégat tels que des perturbation morphologique des hyphes mycéliennes et par
conséquent des rupture de la membrane plasmique et altération de la structure des mitochondrie
(Amarti et al., 2010)

3.1 Huile essentielle de thym :
D’apres Daouda (2014) Les compositions chimiques de nombreuses huiles essentielles
ont éte decrites. Elles varient en fonction de différents facteurs, incluant le stade de

développement des plantes, les organes prélevés la période et la zone géographique de récolte
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Tableau 2 Composition chimique des huiles essentielles de Thym (Touhami,2017).

Plante médicinale et huiles essentielles

porret

(Constantine)

Linallol 17.20%
¥ —terpinéne 10,84%

Espéces Pays Composition Références
majoritaires
Thyrnus pulegeoide Bulgarie Méral 18,7% Domokos ef af 1995
Geéravial 58,8%
Thymus revolutis Turquie Carvacrol 43,13% Karaman er al 2001
¥- terpinéne 20.86%
p-cymeéne 13,94%
Thymus bleicherianus Maroc Carvacrol 70,92% El Ajjouri &f ai 2008
p-cyméne 6,34
Thymus capitalus Maroc o — terpinéne 42,23%, El Ajjouri ef af 2008
Thymol 23,95
Thyvns numidicus Algérie Thymol 23,92% Zeghib er al 2013

E-ociméne 25, 8%
a- terpinéne 12,3%

Thyrmus numidicus Algérie Thymol 60,80% Giordani er al 2008
p-cyméne 10.30%
¥ —terpinéne 7,60%

Thyrnus algeriensis Algérie Thymol 71.45% Chemat et al 2012

Linalool 7,.89%

Thymus algeriensis Maroc Camphre 27,70% Amarti ef al 2008
o —pinéne 20.50%

Thymus ciltarus Maroc Thymol 44.2% Amarti ef al 2008

3.2. Principale composant des huiles essentielles de thym
3.2.1 Phénols

Un phénol est une molécule aromatique, possédant un groupe hydroxyle (OH) fixé sur le
carbone d’un cycle benzénique. Ils ont un suffixe en « -0l ». Ce sont les constituants majoritaires
des HE aprés les terpenes.a proprieté thérapeutique puissants anti-infectieux (virucides,
fongicides et parasiticides) et plus de 92% des bactéries pathogenes y sont sensibles. Ils tuent
directement les germes par destruction de leurs membranes cellulaires (bactéricides les plus
efficaces) et agissent aussi sur le terrain en stimulant le systéme immunitaire. Ce sont egalement

des anti-inflammatoires, des antalgiques et des toniques généraux (Laurent, 2017).

Il'y a de nombreux composés phénoliques dans les huiles essentielles. Les principaux sont
le thymol, le carvacrol et I’eugénol. Le thymol est présent dans 1’huile essentielle de Thym CT

thymol (Thymus vulgaris CT thymol) (Mayer , 2012)
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OH

Figure 3 structure de thymol(Touhami, 2017)

3.2.2 Les alcools
Les alcools terpéniques ou monoterpénols sont utilisés dans de nombreuses pathologies
infectieuses. Le linalol présent dans I’huile essentielle de Thym CT linalol (Thymus vulgaris

CT linalol) possede une action stimulante immunitaire(Mayer, 2012)

OH

Figure 4 structure de linalol(Touhami, 2017)
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Genéralité sur Aspergillus Niger

2. Aspergillus

Geénéralement les champignons du genre Aspergillus ont été décrits pour la premiére fois
en 1729. Ce sont des champignons saprophytes, c'est-a-dire qui tirent leur nourriture de
substances organiques en décomposition. Ce sont des moisissures a filaments hyalins,
cloisonnés, et ils sont haploides. Ils font partie du groupe phylogénétique des Ascomycetes, a
I’ordre des Eurotiales et a la famille des Trichocomacées ou Aspergillacées. Le genre
Aspergillus comprend aujourd’hui quelque 185 espéces, dont une vingtaine sont retrouvées en
pathologie humaine . Les Aspergillus sont présents partout dans le monde, et en région
tempérée plus particulierement a la fin de 1’été, en automne et en hiver. Ces champignons ont
un métabolisme aérobie. De plus ils participent au recyclage du carbone et de I’azote de 5
I’environnement. Ils sont thermophiles (certaines espéces peuvent survivre a des températures
proches de 70°C) et ne requiérent pas de nutriments spécifiques et on peut trouve aussi bien en
milieu rural (foin, paille, céréales ou fruits moisis, silos a grains, matieres organiques en
décomposition...) qu’en milieu urbain, ou on les rencontre aussi bien a I’intérieur qu’a
I’extérieur des habitations (poussiéres derrie re les meubles, cadres, faux plafonds, conduits

d’aération, plantes en pots...) (Quatresous, 2011)

Conidies —— 5 %8
LN
_ Phialides % {9* 0%
E —; =] ‘e"(‘:
_w o>
_‘ — Meéwles __— ‘5’» fi ==
\ '
TS~ Vésicule — | ]
|
Conidiophore .
«—— (large, non cloisonné) ——» \
1\
\'
44— Cellule podale — | ,'
« N
Filament végétatif —
(fin, cloisonné)

Figure 5 Aspergillus niger( Chabase et al., 2002)
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Chapitre 11 Généralité sur Aspergillus Niger

2.1 Caractéres culturaux d’Aspergillus Niger .
Ce champignon pousse rapidement (2-3 jours) sur les milieux de culture classiques

(geloses au malt et  Sabouraud) . La température optimale de croissance varie
généralement entre 25 et 30°C , mais A. niger peut se développer jusqu’a 42°C. Les colonies
d’A. niger sont granuleuses, blanches au début, puis jaunes et a maturité, elles deviennent
noires. Le revers des colonies est incolore ou jaune pale. Sur le milieu Czapek, A. niger forme

des colonies & mycélium blanc ou jaune, et revers souvent incolore (Figure 4) (Tabuc, 2007).

Figure 6 Aspergillus niger(Tabuc, 2007).

2.2 Morphologie microscopique :
Multiplication végétative

Conidiophore : lisse, hyalin au brunatre dans sa moitié supérieure , trés longe (1,5 a 3mm)
Vésicule : globuleuse ,30a 100 um ( en moyenne 45 a 75 um)

Phialides : insérées sur la vésicule par 1’intermédiaire de métules disposées sur tout le

pourtour de la vésicule .

Conidies : globuleuses (3,5 a 5 um de diamétre) , brunes ,échunulées a tré verruqueuses

souvent disposé en chaine
Téte aspergillaire : bisériée radiée , noire a maturité .
Pas de reproduction sexué connue .

Pas de Hulle cells (Chabase et al., 2002).

2.3 Caractére épidémiologique
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Chapitre Il Généralité sur Aspergillus Niger

Aspergillus niger rarement rencontré chez I’'immunodéprimé ; chez le sujet non
immunodéprimé il peut provoquer des aspergilloses, des otites et des sinusites ; il est aussi a
I’origined’infections cutanées,pulmonaires et généralisées (Tabuc,2007)

Basement

membrane
Ciliated cells ‘\_/'

——
=
//" 0 .
CoWED |\ o Ofo
e/ \Lumen
Sporulation Inhalation of airborne conidia Conidial germination in

absence of sufficient
pulmonary defenses

Neutropenia:
excessive hyphal growth and dissemination

Figure 7 Cycle infectieux des chamignon de genre Aspergillus (Desoubeaux, 2013)
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Chapitre 111 Matériel et Méthode

Matériel et Méthode

En raison de I’interruption des activités de la recherché scientifique due a la pandémie du
corona virus (covid-19) dans le monde et dans I’Alger en particulier nous n’avons pas pu
teminer tous les travaux pratiques tracés tels que : une bonne quantité del’extrait des huile
essentielle de thym ; ainsi que la culture du champignons de genre Aspergillus Niger pour mener

les tests et aboutir I’effet des H.E de thym sur le champignon mentionné.

Un suivie théorique comparatif des résultats de 15articles scientifique fait 1’objectif de cette

partie.dans le but de :

Déterminer 1’effet antifongique des huiles essentielles de thym sur champignons

Aspergillus niger et sa capacité de résistance a certain concentration des H.E .
3.1 Matériel végétale :

3.1.1 Lieu et période de récolte :
La partie aérienne de la plante étudiée , le thym (Thymus vulgaris ) a été récoltée durant
21 Mars 2020 de la région de messalmoun wilaya de Tipaza, cette région a été caractérisée par

un climat méditerranéen tempéré, , avant la période de floraison .

Tableau 3caractéristiques floristique de Thymus vulgaris

Plante Famille Partiede la | Stade de Matiére
botanique plante développement | extraite
utilisée
Thymus vulgaris Lamiacées Feuilles et Avant la Huile
tiges floraison essentielle
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Chapitre 111 Matériel et Méthode

Figure 8Thymus vulgaris (photo originale 2020)

3.1.2 Classification :
Tableau 4 Classification de thymus vulgaris ( Yakhlef , 2010 ; Goetz et Ghedira , 2012)

Régne Plantes
Sous régne Plantes vasculaires
embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Dialypétales
Ordre Labiales
Famille Lamiacées
Genre Thymus
Espéce Thymus vulgaris L.

3.1.3 Matériel fongique :
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Afin de déterminer l'activité antifongique des huiles essentielles de Thymus vulgaris dans
le test de diffusion sur disque d’agar , nous avons utilisé le micro-organisme de genre

Aspergillus (Aspergillus niger )

3.1.4 Classification :
D’aprés Abdellaoui (2007) , la classification de 1’Aspergillus niger est résumée comme

suit :
Regne : Mycetes
Embrenchement : Amastigomicota

Sous-embranchement :  Deutiromycotina

Classe : Deutéromycéta

Ordre : Moniliales

Famille : Moniliacea (mucedinaceae)
Genre : Aspergillus

Espece : Aspergillus Niger

3.2 Méthodes d’extraction des huiles essentiels

3.2.1 Séchage de la plante

La partie aérienne de la plante collectée a été nettoyées, séchées a température ambiante

et a I’ombre pendant 2-3 semaines , puis stockées a I’abri de la lumiére jusqu'a leur utilisation

, ce réfere a ( Kada, 2018 ; Giweli et al.,2013 ;Okou et al., 2018 ;Chouitah ,2012 )
3.2.2 Extraction par hydro distillation

Le procédé consiste a immerger la matiere premiere végétale dans un ballon lors d’une
extraction au laboratoire ou dans un alambic industriel rempli d'eau place sur une source de
chaleur. Le tout est ensuite porté a I’ébullition. La chaleur permet 1’éclatement des cellules
végétales et la libération des molécules odorantes qui y sont contenues. Ces molécules
aromatiques forment avec la vapeur d’eau, un mélange azéotropique. Les vapeurs sont
condensees dans un réfrigérant et les huiles essenticlles se séparent de 1“eau par différence de

densité. Au laboratoire, le systéme équipé d’une cohobe généralement utilisé pour 1’extraction
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des huiles essentielles est le Clevenger , ce référe a ( Elhaib , 2011 ; Boukhatem et al., 2019 ;
Lakhder,2015 ).

3.2.2.1 Méthode de réalisation
L'extraction de I'HE a été réalisée par hydrodistillation dans un Appareil Clevenger ou
100 g de feuilles seches immergées dans un Flacon de 1000 ml d'eau pendant 3 h, cette
technique a été adopté par ( Goudjil et al.,2016 ;Lamamra, 2018 ; Bousbia,2011 ; Goudijil et al
.,2015 ;Goudjil et al.,2020)

Figure 9 Extraction des huiles essentielles(photo originale 2020)
3.2.3 Conservation des Huiles essentielles

Récupéreret conserver les huiles essentielles dans des fioles de couleur brune,

hermétiquement fermés et stockésdans un endroit frais (4°C) a I’abri de la lumiére (Bousbia ,

2011 ;Haddouchi et al .,2009 ; Giweli et al.,2013)

3.2.4 Determination de rendement :
D’aprés Chikhoune (2007) et Chouitah (2012) le rendement et définie comme étant le
rapport entre la masse des HE récupéreé ( mHE) et la masse de la matiére vegétal (mHE) séche

exprimé avec la méme unité de la masse .
Le rendement en huile essentiel exprimé en pourcentage par relation suivant :

R%= mHE/mVx100

3.3 Milieu de culture :
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3.3.1 PDA (Potato Dextrose Agar) : Il a été préparé a base de la pomme de terre suivant

les étapes suivantes:

lavage des pommes de terre suivi du découpage et d’un pesage (100g ont été
nécessaire) a la balance de marque OHAUS (d’une précision de 0,001g). Elles ont été cuites
dans un bécher gradué de 1 L jusqu’au ramollissement, puis pressées a 1’aide d’une cuillére de
cuisine, filtrées dans un erlenmeyer gradué de 1 L et mélangées avec 10 g d’agar-agar et 10 g
de dextrose. L’homogénéisation de la solution a été faite a partir d’un agitateur magnétique.
L’erlenmeyer a été bouché par de 1’ouate puis stérilisé a 1’autoclave référant a (Mondo et

al.,2016 ;Emanfo et al .,2013 ; Hassain et al .,2018 ).

les isolats fongique a été cultuvé sur PDA 25+ 2°C et maintenu en 4°C apres 5 jours
les spores en été recoltés a partir de de culture inclinée en ajoutant 10 ml d'eau distillée et 0,1%
de Tween 80 stérile. ture a été vortexée pendant 5 min, suivie d'un filtrage a travers un disque
filtrant a membrane stérilisé de 8 um. La spore résultante suspension a été ajustée en fonction
des concentrations (2,01 x 106 a 2,25 x 106 spores / ml) pour obtenir une suspension avec>
98% viabilite (Kumar et al., 2017).

3.4 Test de diffusion sur disque d’agar :

Un test a été évalué sur des boites de Pétri PDA (diameétre 9 cm).Les isolats fongiques
(2,01-2,25 x 106 spores / ml) ont été inoculé uniformément & la surface du milieu PDA a l'aide
d'un stérile épandeur de verre. Les huiles essentielles ont été diluées avec de I'acétone pour
préparer differentes concentrations (1-13 ppm) et appliquer (10 pl) sur un disque de papier
stérile (diametre 0,6 cm) placé dans le centre du milieu gélosé , Le papier disque de plaques de
contréle a été appliqué avec 10 pi d'acétone.Les dosages ont été effectués en triple. Les plaques
de Pétri étaient incubé a 25 + 2 ° C pendant 10 jours, apres l'activité I'antifongique des huiles
essentielles a été calculée en fonction de la zone de inhibition (Kumar et al.,2017; Bouddine et
al .,2012)

3.5 Détermination de zone d’inhibition

Le calcul du pourcentage d'inhibition de la croissance par rapport au témoin permet

d'évaluer I'effet des concentrations d'huile sur croissance fongique.
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La technique consiste a mesurer les diameétres des différentes colonies fongiques apres

I'incubation requise temps (Goudjil et al.,2016)

Diamétre d’inhibition de croissance dans la plaque d’assai (dt)

Zone d’inhibition=

Diamétre d’inhibition de croissance dans la plaque témoin (dc)
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Résultats et discussion

Une série des articles (voir annexe) a été analysés pour faire un synthese numérique a
propos de notre thematique de recherche portant sur I’effet antifongique de 1’extrait aqueux de

I’espéce Thymus vulgaris sur I’espéce fongique ; Aspergillus Niger

4.1 Parameétres organoleptique et rendement des HEs dela plante aromatiqueLes
parametres organoleptiquesde nos HEs obtenues par I’hydrodistillation de la plante aromatique

sont résumés dans le tableau suivant :

Tableau 5 Caractéristique organoleptiques des HEs testé:

HEs Couleur Odeur Aspect Rendement

Thymus vulgaris Jeune foncée | Forte odeur Liquide limpide Eleve

4.2 Rendement des huiles essentielles :

Nos échantillons de Thymus vulgaris, fourni a 1’extraction par I’appareil de Clevenger,
un taux de rendement moyen pour 100g de matiére végétale séch est exprimé par une valeurde
1,3g/kg, Cette valeur estun peu faible par rapport a celui obtenus par Djerrarri et crouzet(1990)
a partir de cette meme plante prélevée du sud de la France avec une valeur de rendement moyen
de 9,77 g/kg . Par ailleurs, sur des échantillons de la meme éspéce réalisé par Nezhadali (2014)
a relevé un rendement moyen tres faible par rapport de ce qui a été enregistré dans la présente

étude avec un taux de 0,83%.

4. 3. Résultats du I’évaluation de I’activité antifongique de HEs du Thymus
vulgaris :

Aprés avoir évalué I’activité antifongiques des HEs de Thymus vulgaris sur le
champignon filamenteaux Aspergillus niger par la méthode de diffusion sur disque d’agar nous
avons constaté que I’HE de Thymus vulgaris a une propriété antifongique significative.
selon martos et al.(2007) I’HE de Thymus vulgaris diminué la croissance fongique lorsqu’il
est utilisé a 2 uL / 18 mL de milieu de culture (15.73£0.36), bien que l'inhibition n'était attachee
que lorsqu’une quantité de 8L étaient utilises(9.00+0.00) . L'inhibition totale a également éeté

obtenue avec les cultures de 8 et 6 uL / 18 mL .Et de la méme maniere pour savoir I’activité

19



Chapitre IV Résultats et discussion

antifongique on remarque une trés forte inhibition de la croissance fongique des isolate
cliniquesd’ Aspergillus niger, Bahbahani et al.(2013) avec 5ul donne une diamétre d’inhibition
mésureé du 45.7 mm a l'aide d'un pied a coulisse ; meilleur résultat a été observé avec
Aspergillus nigerEt d’aprés Kumar et al.( 2017) HE de Thymus vulgaris a un pouvoir
antifongique plus efficace par raport autre huile , le test a été réalisé sur trois souche différent
de Aspergillus niger (AN1, AN2, AN3) les résultat sont affiché respectivement Sachant que :
la zone d’inhibition (Z1) : 23.9-40.6% 23.3— 61.1% 27.2-52.8%

La concentration minimal inhibitrice (CMI) : 7.63 x 10-5 ,1.52 x 10-4 ,1.53 x 104
La concentration minimal fongique (MFC ) : 6.10 x 10—4 ,1.53 x 10-4, 1.53 x 10-4

Et dans le méme résultat nous trouvons que (Khan et Ahmed ,2011 ; Ewais et al.,2014)
ont montrés que la sensiblité de huile essentielle (diamétre de la zone d’inhibition en mm )
mésuré ZI = [20+0.015, 26+1.41]mm

L’étude de Khan et Ahmed (2011) montre que : CMI = 288ug/ml
Et la CMF= 576ug/ml , alors que Ewais et al .(2014) indique que CMI=50ug/ml

Dans cette recherche, nous avons également trouvé 1’ étude de Bouddine et al.(2012) qui
a utilisé I’HE de Thymus vulgaris a 62%Thymol (composant phénolique) donne des résultats
elevé avec zone d’inhibition de diamétre 56 mm cette inhibition due & la richesse de HE au
thymol . De plus , une autre valeure d’inhibition qui on été enregestré dans 1’étude de Al-
aubadi et al.(2011) , qui a utilisé un essai de puits de diffusion ; une similitude de résultats de
difusion sur disque d’agar est donnée par la diminution des diameétres de croissance des
moisissures ce qui a été observée avec lI'augmentation de la concentration des extraitsHES de
Thymus vulgaris ou la valeur de la zone d'inhibition mésurant 4 mm . ces dernier enregistant
des valeurs relativement inférieure de ce qui a été enregistré dans 1’étude de Tadele et
al .(2008 ) ces auteurs utilisent aussi la méthode de essai de puits de diffusion zone d’inhibition

en (mm) y compris les diamétre des puits mésurée de 25.5mm .

N s, 7

en mesurant le diameétre de la zone d'inhibition autour des disques respectifs dans les
concentrations a donner une concentration finalefficace sachant que le diamétre de zone
d’inhibition mesurant ZI= 15 mm a 500mg/ml effet inhibitrice moderée sur la croissance d’
Aspergillus Niger et ZI =17mm a la concentration de 250mg/ml et considéré comme fort
inhibiteur sur la croissance sur la moisissure mentionée .mais dans 1’étude de Pawar et Thaker

(2006) portée sur ’HE de cette méme plantemontre que ’activité¢ antifongique de HE de
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thymus vulgaris l'activité a été évaluée quantitativement en mesurant diameétre de la zone
d'inhibition (hyphes et spores) autour du disque, qui était finalement exprimée en millimetres
donnant ZI (hyphe) = 12mm et ZI (spores) =17 (144.5%10%) mm .

En général,selon les valeurs obtenues avec la méthodede diffusion sur disque d’agar ,
on peut évaluer le pouvoir antifongique de HEs utilisée.aucune croissance fongique n’a été

observée pour les différentes doses d’HE de Thymus vulgaris .
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Conclusion

Les plantes médicinales représentent une source inépuisable de substance bioactives tells
que les HEs, ces substances naturelles on un grand intérét dans la recherche pharmacologiques

pour trouver des alternatifs aux antibiotiques .

L’objectif de notre travail consiste a faire une évaluation de l'activité antifongique des

HEs de Thymus vulgariscontre 1’Aspergillus niger .

La valeur du rendement moyen en HE de la partie aérienne des plantes étudiées de la

famille de Lamiacée était importante notamment pour Thymus vulgaris.

Les résultats obtenus par la technique de diffusion sur disque d’agar pour 1’évaluation de
I’activité antifongique d’une substance antifongique (HE), ont montrés que les HEs de Thymus
vulgaris ,ont exercées une importante activité inhibitrice vis-a-vis des isolats cliniques d’une

moisissure pathogene (Aspergillus niger).

nos résultats indiquent que les HEs étudiées, peuvent constituer des véritables
alternatives des produits fongicides conventionnels surtout contre Aspergillusniger,mais Ces
résultats  expérimentaux justifieraient non seulement Il'usage traditionnel de cette plante
comme antimycosique , mais aussi I'importance des plantes dans la recherche de nouvelles

molécules actives.

On peut conclure que le Thymus vulgaris présente un intérét antifongique et thérapeutique
important, de 1’utiliser comme source de remédes pour ses merveilleuses propriétés

médicinales.
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Résume

Thymus vulgarisL. Est une plante médicinale appartenant a la famille des Lamiacées,
rependue dans les régions internes jusqu’aux zones arides.le présent travail a pour but de tester
I’activité antifongique par la méthode de diffusion sur disque contre /’Aspergillus niger . le
rendement de I’extrait des huiles essentielles préparé a partir de la partie aérienne de Thymus
vulgaris L par la méthode de I’hydrodistillation,est de I’ordre de 1,3%.1’activité antifongique
montre que I’HEs de Thymus vulgaris exerce une activité inhibitrice pour la souche de
[’Aspergillus niger testé , une activité inhibitrice important a été constaté avec un diammeétre
de zone d’inhibition chez tout les études investiguésenregistrant une valeur intercale entre (56

mm et 4mm).
Mots clés : Thymus vulgaris, activité antifongique,Aspergillus niger,huiles essentielles
Abstract

Thymus vulgaris L. Is a medicinal plant belonging to the Lamiaceaefamily, spread in
internal regions to arid zones. The present work aims to test the antifungal activity by the
method of diffusion on disk against Aspergillus niger. essential oils prepared from the aerial
part of Thymus vulgaris L by the hydrodistillation method, the extraction results show that the
yield of HEs is (1.3%). the antifungal activity shows that the HEs of Thymus vulgaris exerts an
inhibitory activity for the strain of Aspergillus niger tested, it is observed that a significant
inhibitory activity, the diameter of the zone of inhibition in all the studies to be between (56

mm and 4mm)

Keywords :Thymus vulgaris, antifungal activity, Aspergillus niger, essential



