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RESUME 

Thymus ciliatus ssp. coloratus et Pinus halepensis Mill. sont des plantes méditerranéennes 

largement utilisées en médecine traditionnelle pour leurs propriétés thérapeutiques 

attribuées essentiellement aux huiles essentielles. 

Ce travail vise à la valorisation du Thymus ciliatus ssp. coloratus et Pinus halepensis Mill. 

par la caractérisation chimique ainsi que par l’étude de l’activité antimicrobienne et de 

l’activité antioxydante de leurs huiles essentielle et des extraits.  

 

L’extraction des huiles essentielles a été réalisée par hydrodistillation. Les rendements et la 

composition  chimique sont variables  selon le lieu de récolte pour Pinus halepensis et 

selon la période de récolte pour Thymus ciliatus. L’analyse par CG/SM a montré que les 

HEs de Thymus ciliatus sont constituées principalement par le Thymol (33,39-21,02%) et 

le carvacrol (24,16-31,37%). Les constituants majoritaires de l’huile essentielle des 

aiguilles de P. halepensis Mill. (Zarouria) sont l’�-pinène (21,01%) et le �-caryophyllène 

(31,14%), cependant ceux de lac Mellah sont: le �-caryophyllène (31,89%), l’�-pinène 

(24,41%). Parmi ces HEs,  l’HE de Thymus ciliatus (après floraison) a témoigné une forte 

activité antibactérienne vis-à-vis des souches multi-résistantes aux antibiotiques et de 

références. En outre, une importante efficacité réductrice du  fer  par rapport à celle du 

radical DPPH
•
 par cette huile essentielle a été également démontrée. 

Le screening phytochimique effectué sur l’espèce T. ciliatus a permis la mise en évidence 

de plusieurs groupes chimiques notamment les flavonoïdes, les tanins cathéchiques, les 

coumarines, les anthocyanes et les terpènes et stéroïdes.    

 

Les teneurs en polyphénols et flavonoïdes ont été déterminées par des techniques 

spectrophotométriques. Les activités antioxydantes ont été déterminées, in vitro, à travers 

les tests d’évaluation suivants: DPPH˙, pouvoirs de réduction. En outre, les extraits ont été 

soumis à un criblage pour leur activité antimicrobienne possible in vitro, en utilisant la 

méthode de diffusion des disques en milieu gélosé. 

 

Les extraits hydro-méthanoliques de  la partie aérienne de Thymus ciliatus  sont  plus 

riches en composés phénoliques au mois de juin. La comparaison des propriétés 

antioxydantes et antibactériennes des extraits, selon le solvant d’extraction,  la période de 

récolte, et  la méthode d’extraction a révélé que  les extraits méthanoliques et aqueux  sont 

les plus riches en composés phénoliques en période de floraison ; en particulier ceux 

obtenus par soxhlet. Ces  deux extraits semblent être de bons piégeurs de radicaux libres 

DPPH
•
, et  la réduction du fer. Les extraits les plus riches en polyphénols ont montré une 

bonne activité antioxydante et antibactérienne. 

 

Mots clés : Thymus ciliatus ssp. coloratus,  Pinus hlepensis Mill. , huiles essentielles 

Polyphénols, CG/SM, activité antibactérienne, activité antioxydante. 

 

 

 



Abstract 

Thymus ciliatus ssp. coloratus and Pinus halepensis Mill. Mediterranean plants are widely 

used in traditional medicine for their therapeutic properties attributed essentially  with 

essential oils. 

This work aims at the valorization of Thymus ciliatus ssp. coloratus and Pinus halepensis 

Mill. by chemical characterization and the study of the antimicrobial  and antioxidant 

activity of their essential oils and  various extracts. 

The extraction of essential oils was performed by steam distillation. The yields and 

chemical composition vary depending on the harvest site for Pinus halepensis and  the 

harvest season for Thymus ciliatus. Analysis by GC / MS showed that has Thymus ciliatus 

consist mainly Thymol (33.39 to 21.02%) and carvacrol (24.16 to 31.37%). The major 

constituents of the essential oil of the needles of P. halepensis Mill. (Zarouria) are �-pinene 

(21.01%) and the �-caryophyllene (31.14%), However EO lake Mellah are: �-

caryophyllene (31.89%), the �-pinene (24.41%). the EO after flowering of T.ciliatus has 

showed a strong antiomicrobial activity against strains resistant to multiple antibiotics. 

furthermore, the strong exhibited reducing power compared to DPPH radical assay for this 

essential oil was also demonstrated. 

The phytochemical screening performed on the specie T. ciliatus showed that the presence 

of several chemical groups such as flavonoids, tannins cathechiques, coumarins, 

anthocyanins and trepens and sterols. 

 

The phenolic contents and flavonoids were determined by spectrophotometric methods. 

The antioxidant activities were determined in vitro through the following tests: DPPH, 

reduced power. Furthermore, the various extracts were subjected to screening for their 

possible antimicrobial activity in vitro, using the agar diffusion method. 

The hydro-methanol extracts of the aerial part of Thymus ciliatus are richer in phenolic 

compounds in June. Comparison of the antioxidant and antibacterial extracts, as the 

extraction solvent, and in the harvest season, and according to the extraction method 

showed that methanolic and aqueous extracts are rich in phenolic compounds in flowering 

period; especially those obtained by soxhlet. Both extracts seem to be good scavengers of 

free radicals DPPH and reduction of iron, the richest in polyphenols extracts showed good 

antioxidant and antibacterial activity. 

 

Keywords: Thymus ciliatus ssp. coloratus, Pinus hlepensis Mill., essential oil, GC/MS, 

polyphenolics, antimicrobial activity, antioxidant activity. 
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INTRODUCTION 

L’histoire des Plantes Aromatiques et Médicinales est associée à l’évolution des civilisations, 

dans toutes les régions du monde. L’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. Selon L'Organisation mondiale de la Santé (OMS), plus de 22000 

espèces végétales ont été inventoriées comme plantes médicinales ; ces dernières constituent 

une composante fondamentale pour l’avenir du système de santé dans le monde. Elles 

demeurent une source inépuisable de substances biologiquement actives attribuées aux 

métabolites secondaires qui sont très diversifiés et possèdent un très large éventail d’activités 

biologiques (Duraffourd et al., 1997). 

 

L'Organisation mondiale de la Santé (OMS) a estimé que 55 millions de personnes sont 

mortes dans le monde entier en 2011, et que les maladies infectieuses sont responsables d'un 

tiers de tous les décès. Cette situation est aggravée par le nombre croissant de maladies 

causées par des micro-organismes résistants aux antibiotiques, qui sont en mesure de survivre 

après l'exposition aux antibiotiques par leur capacité à acquérir et de transmettre la résistance. 

Par conséquent, la résistance aux antibiotiques est devenue un problème de santé publique 

d'ampleur croissante, et la découverte puis le développement de nouveaux agents 

antimicrobiens pour traiter ce problème est une priorité importante (Hogberg, 2014). De 

nombreux rapports scientifiques ont montré que les plantes ont un potentiel élevé de 

synthétiser différentes substances antimicrobiennes (Daglia, 2012). Les agents antimicrobiens 

dérivés de plantes peuvent être classés en composés phénoliques et polyphénoliques, les 

terpènes, les alcaloïdes, les lectines, les polypeptides et les polyacétylènes. Basés sur 

l'utilisation traditionnelle, ces extraits obtenus à partir de plantes sont généralement les 

premiers traitements recommandés, en raison de leurs actions antimicrobiennes multi-cibles et 

les effets indésirables faibles (Simoes et al., 2009).  

Ces dernières années, l’intérêt porté aux antioxydants naturels, en relation avec leurs 

propriétés thérapeutiques, a augmenté considérablement. Des recherches scientifiques dans 

diverses spécialités ont été développées pour l’extraction, l’identification et la quantification 

de ces composés à partir de plusieurs substances naturelles à savoir, les plantes médicinales et 

les produits agroalimentaires. L’activité antioxydante d’un composé correspond à sa capacité 

à résister à l’oxydation. Le procédé d'oxydation est l'un des itinéraires le plus important pour 
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la production de radicaux libres dans les produits alimentaires, les médicaments et  

l’organisme (El Ouariachi et al., 2014) 

Les espèces réactives oxygénées (ERO) peuvent provoquer de nombreuses pathologies. Le 

risque est aggravé avec l’accumulation de ces molécules  dans l’organisme en aboutissant à 

une chaîne réactionnelle (Goncalves  et al., 2013) radicalaire qui dégrade les molécules 

vitales biologiques à savoir l’ADN, les lipides, les protéines et les glucides (Favier, 2003). 

L’apport d’antioxydant dans les aliments peut être utilisé  pour réduire les dommages 

oxydatifs causés par les radicaux libres dans le corp humain  (Valko et al., 2007 ; El 

Ouariachi et al., 2014). 

En plus, la plupart des antioxydants de synthèse, généralement utilisés dans l’industrie 

alimentaire pour retarder l’oxydation des lipides, se sont avérés responsables d’effets 

indésirables (Deba et al., 2008), carcinogenèses et qu’ils étaient responsables de dommages 

causés dans le foie (Edeas, 2007). Par  conséquent, les antioxydants végétaux sont proposés 

comme une alternative intéressante. Les huiles et les extraits de diverses plantes médicinales 

et aromatiques  sont connus pour leur capacité à prévenir les acides gras de la décomposition 

oxydante. Les composés phénoliques sont les principaux agents qui peuvent donner 

l’hydrogène aux radicaux libres et ainsi briser la réaction en chaîne de l'oxydation des lipides 

lors de la première étape d'initiation (Brahmi et al., 2015) 

 

La flore méditerranéenne est bien connue pour son abondance en plantes aromatiques, avec 

environ 49% des genres contenant des espèces aromatiques dans cette zone climatique. La 

famille des Lamiaceae dans cette région a attiré beaucoup d'attention en raison de sa diversité 

en produits monoterpèniques dans  différentes espèces (Thompson, 2003). Par ailleurs, la 

flore algérienne est caractérisée par sa diversité florale : méditerranéenne, Saharienne et une 

flore paléo tropical, estimée à plus de 3000 espèces appartenant à plusieurs familles 

botaniques (Quezel, et Santa 1963). Parmi cette végétation, on trouve les plantes aromatiques 

utilisées pour l’aromatisation des aliments, les arts culinaires et les vertus médicinales.  

Dans le cadre de la valorisation de la flore algérienne nous nous sommes intéressées à deux 

plantes aromatiques. La plante sur laquelle a porté notre  premier choix est une espèce de la 

famille des Lamiaceae "Thymus ciliatus  ", provenant de la péninsule de l’Edough à Annaba 

(Nord est de l’Algérie) ;  elle est endémique à l’Algérie et riche en huiles essentielles. 
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 Notre deuxième choix porte sur une espèce de la famille des Pinaceae : Pinus helepensis  

Mill. du Parc National d’El Kala (PNEK) à El Taref (Nord Est de l’Algérie) par ce qu’elle est 

très répandu en Algérie et  également riche en huiles essentielles. 

Notre investigation a pour but l’étude phytochimique et  l’évaluation du potentiel antioxydant 

et antibactérien des extraits de Thymus ciliatus ssp. coloratus et Pinus halepensis  Mill., en 

incluant les facteurs de variabilités (stades végétatifs, localisation géographique). 

Cette étude comporte quatre parties : 

La première partie est consacrée à une synthèse bibliographique sur  les principes actifs des 

Plantes Médicinales, les antioxydants et les antibactériens, et enfin sur les deux espèces 

choisies. 

La seconde  partie expérimentale, décrit toutes les méthodes utilisées : extractions,  dosages 

spectrophotométriques, tests antioxydants, antimicrobiens, histologie,  Chromatographie sur 

Couche Mince (CCM),  Chromatographie en Phase Gazeuse couplé à la Spectrométrie de 

Masse (CG/SM), la Chromatographie Liquide à Haute Performance (HPLC), la Résonance 

Magnétique Nucléaire (RMN).  

La troisième est consacrée aux résultats et discussion. Elle est répartie en trois volets. 

� Le premier porte sur l’étude des huiles essentielles des deux espèces, et les différents 

extraits de T. ciliatus ssp. coloratus 

� Le deuxième est consacré à l’étude des  activités antioxydantes et antimicrobiennes  

des extraits de Thymus ciliatus, en outre les extraits méthanoliques, qui se sont montrés les 

plus actifs, ont été analysés par HPLC. Les extraits les plus actifs issus du criblage biologique   

ont fait objet d’une purification et analyse des composés isolés par Résonance Magnétique 

Nucléaire (RMN). 

� Le troisième est consacré à l’étude histologique des feuilles et tiges de Thymus 

ciliatus.  

Ce travail s’achève par une conclusion générale et des perspectives. 

 



�

�

����������

	�
���

������������
��

�

�

�



�

�
�������	�
���

������	����������

�	������	��

��������	��

�

�



Chapitre 1                                                        Les principes actifs des Plantes Médicinales                                                                 
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1.1. Plantes Médicinales  

Ce sont toutes les plantes qui contiennent une ou plusieurs substances pouvant être 

utilisées à des fins thérapeutiques ou qui sont des précurseurs dans la synthèse des drogues. 

Environ 200 000 espèces végétales sur les 300 000 recensées de nos jours sur l’ensemble 

de notre planète vivent dans les pays tropicaux d’Afrique et d’ailleurs (Sofowora, 2010). 

Elles sont utilisées de différentes manières (décoction, macération, infusion). Plusieurs de 

ces parties peuvent être utilisées (Cecchini, 2003). Au sens de la pharmacopée c’est une 

drogue végétale. Une  drogue végétale tout matériel végétal utilisé en thérapeutique et 

n’ayant encore subi aucune préparation pharmaceutique ; elle peut être : 

- La plante entière. 

- Une partie de la plante (exemple : feuille de romarin, bouton floral de giroflier, fruit 

d’ombellifère, grain de colchique, etc…) 

- Un suc (gomme des légumineuses, latex du pavot, etc…) (Paris et Hurabielle, 1981). 

 

1.2.  Classifications des métabolites secondaires  

Une des originalités majeures des végétaux réside dans leur capacité à produire des 

substances naturelles très diversifiées. En effet, à côté des métabolites primaires classiques 

(glucides, protides, lipides, acides nucléiques), ils accumulent fréquemment des 

métabolites dits« secondaires ». La distinction entre métabolites primaire et secondaire est 

plus claire au niveau de la plante, alors que les métabolites primaires constituent le 

fonctionnement de la vie les métabolites  secondaires  n’ont pas de rôle connu dans 

l’assimilation des nutriments ni dans la croissance et le développement de la plante. En 

plus,  leurs répartitions inégales dans les végétaux, ils sont caractéristiques de certaines 

espèces, genres ou familles.  Cependant, durant ces trois dernières décennies, il a  été 

montré  que de nombreux métabolites secondaires jouaient un rôle écologique important.  

 

Les métabolites secondaires appartiennent à des groupes chimiques variés (alcaloïdes, 

terpènes, composés phénoliques...). Ils représentent une source importante de molécules 

utilisables par l'homme dans des domaines aussi différents que la pharmacologie ou 

l'agroalimentaire (Macheix et al., 2005 ; Hopkins, 2003). 
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Figure 1: Biosynthèse des métabolites secondaires 

(Verpoorte et Alfermann, 2000 ; Wink, 2010). 
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1.2.1. Polyphénols 

Les composés phénoliques ou les polyphénols  sont des molécules synthétisées par les 

végétaux. Ces produits, à structure chimique souvent complexe, sont très dispersés et très 

différents selon les espèces (Cuendet et al., 1999). Ils participent à la défense des plantes 

contre les agressions environnementales ou bien lui permettent de résister aux diverses 

agressions vis-à-vis des organismes pathogènes. Ils participent de manière très efficace à la 

tolérance des végétaux à des stress variés. Ces composés jouent donc un rôle essentiel dans 

l'équilibre et l’adaptation de la plante au sein de son milieu naturel, D'un point de vue 

thérapeutique, ces molécules constituent la base des principes actifs que l'on trouve dans 

les plantes médicinales (Macheix et al., 2005).  Ils font partie intégrante de l’alimentation 

humaine et animale (Martin et Andriantsitohaina, 2002).                                                                                      

 

 La structure des composés phénoliques naturels varie depuis les molécules simples (acides 

phénoliques simples) vers les molécules les plus hautement polymérisées (tanins 

condensés). Avec plus de 8000 structures phénoliques identifiées (Urquiga et Leighton, 

2000). 

 

1.2.1.1. Acides phénoliques 

Ce sont des molécules constituées d’un noyau benzénique et au moins d’un groupe 

hydroxyle. Elles peuvent être également estérifiées, éthérifiées et liées à des sucres sous 

forme d’hétérosides. Parmi les acides phénoliques en distingue les dérives de l’acide 

benzoïque,  et ceux  de l’acide cinnamique. 

 

· Dérivés d’acides hydroxy benzoïques 

Ces composés répondent à une représentation structurale de type (C6-C1), et varient 

suivant les hydroxylations et les méthylations sur le cycle aromatique phénolique. Les plus 

répandus sont l’acide salicylique, l’acide gallique, l’acide syringique et l’acide gentisique. 

Ils sont particulièrement représentés chez les  gymnospermes et les angiospermes, d’où ils 

sont libérés  après hydrolyse alcaline du matériel végétal, en particulier de lignine, de 

certains tanins (Macheix et al., 2005). 
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Figure 2: Structure de quelques  hydroxybenzoïques (Macheix et al., 2005) 

 

· Dérivés d’acides hydroxycinnamiques 

Ces composés répondent à une représentation structurale de type (C6-C3) dérive de l’acide 

cinnamique dont les plus abondants sont les acides caféique et coumarique. Ils sont à 

l’origine des voies de biosynthèse de nombreuses substances telles que les lignines, les 

flavonoïdes et les stilbènes. Alors que les acides hydroxybenzoïques se présentent 

majoritairement sous forme libre, les acides hydroxycinnamiques  sont généralement 

combinés avec d’autre molécules organiques formant des esters avec  les acides (tartrique, 

quinique…), ou  des phénolamines (avec tyramine, spermidine..). ils peuvent également 

être combines avec des sucres conduisant alors à des glucosides (Collin et Crouzet, 2011). 

 

 

Figure 3 : Structure de quelques  hydroxycinnamiques 

(Macheix et al., 2005) 

 

1.2.1.2. Flavonoïdes  

Les flavonoïdes sont des pigments quasi-universels des végétaux.  Ils sont en partie 

responsables  des colorations jaune, orange et rouge de différents organes végétaux 

(Ghedira, 2005). Les flavonoïdes sont des composés qui ont en commun la structure de 

base  du diphénylpropane à quinze atomes de carbones C6-C3-C6 (fig.4 ), qui est constitué  
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de deux cycles en C6 (A et B) reliés par une chaîne en C3.les trois carbones servant de 

jonction entre les deux noyaux benzéniques  A et B forment généralement un hétérocycle 

oxygéné C (Collin et Crouzet, 2011 ; Bruneton, 1999). 

 

 

Figure 4 : Molécule  de base des flavonoïdes 

(Ghedira, 2005). 

 

Les flavonoïdes se répartissent en plusieurs classes des molécules, les plus importantes 

sont les flavones, les flavonols, les flavanols, les flavanones, les dihydroflavanols, les 

isoflavones, les isoflavanones, les chalcones, les aurones et les anthocyanes (Ghedira, 

2005 ; Heim et al., 2002). Elles se distinguent d’après la structure de l’hétérocycle central 

et son degré d’oxydation, du nombre, de la position et de la nature des substituants 

(groupements hydroxyles libres, méthylés ou glycosylés) sur les deux cycles aromatiques 

A et B et le cycle central C. Dans les flavonoïdes au sens strict, le deuxième cycle benzène 

(B) se lie à l’hétérocycle (C) en position 2. Lorsque la liaison s’effectue en position 3, les 

composés résultants sont appelés isoflavonoïdes. En plus, l’hétérocycle (C) peut-être une 

pyrone (flavone) ou son dihydrodérivé (flavanone). La fixation d’un groupement 

hydroxyle (OH) sur le carbone 3 dans les deux cas précédents constitue respectivement les 

flavonols et les flavanonols (Birt et al., 2001). 

 

Ces divers composés se rencontrent à la fois sous forme libre ou sous  forme de C- où O- 

glycosides, ce qui tend à les rendre hydrosolubles (ils sont alors liés à des sucres tels que le 

glucose, le rhamnose, l’arabinose, le plus souvent aux positions 3 et 7). Ils peuvent en 

outre être des monomères ou des oligomères (Dacosta, 2003). On les trouve, d’une 

manière très générale, dans toutes les plantes vasculaires, où ils peuvent être localisés dans 

divers organes : racines, tiges, bois, feuilles, fleurs et fruit. 
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Tableau 1 :   Classe, structure des flavonoïdes d’après Heim et al. (2002). 

Classe 
Structure 

générale 
Flavonoïdes typiques Substituants 

 

 

1.2.1.3. Tanins 

Les tanins sont des substances polyphénoliques de structure, à poids moléculaires 

relativement élevé, fortement hydroxylés et peuvent former des complexes insolubles 

lorsqu’ils sont  associés aux glucides, aux protéines et aux enzymes digestives. 

Ils ont la propriété  de tanner la peau, en plus,  ils sont responsables de l’astringence de 

nombreux fruits et légumes. Les tanins sont divisés en deux groupes principaux d’après 

leurs structures et leurs propriétés, les tanins hydrolysables et les tanins condensés. 
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· Tanins condensés 

Les tanins condensés ou proanthocyanidine, forment le groupe le plus important. Ce sont 

des  dérivés non hétérosidiques, résultant de la polymérisation de flavan-3-ols (catéchines) 

et flavan-3,4-diols (leucoanthocyanidines) (Vermerris et Nicholson, 2006). 

 

 

           Catéchine                          Epicatéchine                                  Prodelphinidine 

Figure 5: Structure de quelques  tanins condensés ( Bhat et al., 2006) 

 

· Tanins hydrolysables  

Les tanins hydrolysés, sont des oligo- ou des polyesters d’un sucre qui est très 

généralement le glucose et d’un nombre variable de molécules d’acide phénolique  qui est 

soit l’acide gallique dans le cas des tanins galliques, soit l’acide hexahydroxy diphénique 

(HHDP) et ses dérivés d’oxydation dans le cas des tanins éllagiques (Bruneton, 1999). 

 

  

Figure 6: Structure de quelques  tanins hydrolysables 

(Macheix et al., 2005) 
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1.2.1.4.  Anthocyanes  

Les anthocyanes sont des dérivés du cation 2-phényl-1-benzopyrylium (flavylium) porteur 

de 3 cycles aromatiques conjugués (Andersen et Markham, 2006). Ce sont des pigments 

végétaux responsables de pigmentation des fleurs, fruits. Elles sont localisées dans les 

vacuoles des cellules épidermiques et sous épidermiques des différents organes (Bruneton, 

1999). En plus de leur pigmentation,  elles ont des fonctions biologiques multiples, 

protection contre les rayons UV et pathogènes, attirent les insectes et les oiseaux qui jouent 

un rôle important dans la pollinisation et la dispersion des graines (Samouelian et al., 

2009). 

 

 

Figure 7: Structure de base des anthocyanes 

(Samouelian et al., 2009) 
 

 

1.2.1.5. Quinones  

Les quinones sont des composés oxygénés qui résultent  de l’oxydation  des dérivés  

aromatiques caractérisés par un motif 1,2-dicéto-cyclohexa-3,5-diénique, ou par un motif 

1,4 dicéto-cyclohexa-2,5-diénique. Ils sont classés selon le nombre de noyaux aromatiques, 

en benzoquinones, naphtoquinones, anthraquinones et phénanthrènes (Bruneton, 1999). 
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Figure 8 : Structure de quelques quinones (Bruneton, 2009) 

 

1.2.1.6. Coumarines  

Ce sont des lactones des acides 2-hydroxy-Z-cinnamiques (C6-C3) dérivant des acides 

ortho-hydro-cinnamiques. Elles sont divisées en coumarines simples et complexes 

(furocoumarines, pyrannocoumarines). Les coumarines de différents types se trouvent  

dans de nombreuses espèces végétales. Elles sont produites en grande quantité en réponse à 

une attaque biotique et abiotique (Collin et Crouzet, 2009 ;  Bruneton, 1999). 

 

 

Figure 9 : Structure de quelques coumarines (Collin et Crouzet, 2009) 

 

1.2.2. Alcaloïdes  

Les alcaloïdes  représentent un ensemble de molécules d’origine végétale, renfermant de 

l’azote et  le plus souvent inclus dans un hétérocycle. Ils ont un caractère alcalin (de 

l’Arabe alkaly et du grec eidos qui fait référence à leur caractère basique). 

Cette famille de métabolite secondaire a été partiellement étudiée, en raison de leurs  

propriétés toxiques et médicamenteuses. En effet plus 12.000 molécules ont été exploitées 

en industrie pharmaceutique (Aniszewski, 2007).  

 
La plupart des alcaloïdes sont toxiques comme la strychnine, l'aconitine, l'atropine, la 

cocaïne..., mais  à faible dose  ils ont  des propriétés pharmacodynamiques, par exemple, 

de propriétés analgésiques avec la morphine ou la codéine, dans le cadre de protocoles de  
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sédation (anesthésie) souvent accompagnés d'hypnotiques, ou bien d'un usage comme 

agent antipaludéen (quinine, chloroquine) ou agent anticancéreux (vinblastine, vincristine), 

et même de la sédation aux opiacés avec l'ibogaïne. 

Les alcaloïdes ont des structures très variées, nombreux d’entre eux ont une origine 

commune à partir des amino-acides. On distingue trois types d’alcaloïdes : 

· Alcaloïdes vrais : qui sont d’un point de vue  de la biosynthèse dérivés  d’acides 

aminés, et qui présentent  au moins un hétérocycle. Ils existent à l’état de sel ( 

exemple : cocaïne, quinine, morphine) 

· Proto-alcaloïdes, qui dérivent d’acides aminés mais pour lesquels l’azote est en 

dehors des structures cycliques (exemple : hardenine, merscaline) 

· Pseudo-alcaloïdes, qui ne dérivent pas d’acides aminés (exemple : caféine, 

éphédrine) (Aniszewski, 2007). 

 

 

Figure10 : Structure de quelques alcaloïdes (Aniszewski, 2007) 

 

1.2.3. Terpènes et leurs dérivés  

Le nom du terpène (terpénoïde ou isoprénoïde) provient du nom de l’arbuste méditerranéen 

du  térébinthe, que  les molécules terpéniques soient cycliques ou non. Leur formation ainsi 

que leurs propriétés extrêmement variées, ont en commun de dériver de l’isoprène C5H8.  

Leur synthèse passe par isopentenyl diphosphate (IPP) provenant de la voie de l’acide 

mévalonique (Hopkins, 2003). Leur squelette carboné renferme un atome de carbone issu   

multiple de 5 carbones de type isoprène.  

 

Selon le nombre d'unités isoprèniques les terpènes sont classés en : Monoterpène (C10) 

correspondant à des molécules à 10 carbones formées à partir de deux unités isoprènes, 

Sesquiterpènes (C15), Diterpènes (C20). Triterpènes (C30). Tértraterpènes ou caroténoïdes  
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(C40) (Bruneton, 1999). Chaque groupe de terpènes est issu de la condensation d'un 

nombre d'unités isoprèniques à partir de laquelle se forme par polymérisation et 

isomérisation tous les autres dérivés (Guignard, 2000). Les terpènes peuvent être présents 

sous la forme d’hydrocarbure ou  peuvent être oxygénés (Bruneton, 1999); et la 

conjugaison avec des sucres ou d’autres molécules peuvent rendre leurs structures 

complexes. 

 

De façon analogue à la famille des composés phénoliques, les isoprénoïdes regroupent à la 

fois des molécules de faibles poids moléculaires, volatiles et composants principaux 

d’huiles essentielles, et des molécules hautement polymérisées comme par exemple le 

caoutchouc. 

 

Un autre type des monoterpènes : les iridoïdes qui ont un squelette méthylcyclopentanique 

(iridane), dans un sens plus large, les iridoïdes  peuvent aussi inclure les séco-iridoïdes 

dont le noyau cyclopentane est ouvert suite à une rupture de la liaison  entre C7,C8. Les 

iridoides sont généralement associés à des sucres sous forme d'hétérosides et  

caractéristiques de certains cotylédones. 

Les iridoïdes sont présents dans  un nombre de plantes médicinales auxquelles ils confèrent 

leurs propriétés pharmaceutiques. On peut même remarquer qu’ils sont préférentiellement 

élaborés par des gamopétales : Dipsacales, Gentianals, Scorphularialles, ce qui en fait des 

marqueurs chimiotaxonomiques. Environ 500 structures sont actuellement connues, 

présentant des variations structurales nombreuses. Des iridoïdes non hétérosidiques  

pouvant donner naissance à des structures polycycliques ou même alcaloïdes, des esters, 

des éthers. D’ailleurs certaines ont permis de proposer des subdivisions à l’intérieur du 

groupe (Rahman, 2005). 

 

 
 

 

Figure 11: Structure de quelques iridoïdes (Rahman, 2005) 
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Une large gamme des sesquiterpènes contiennent un cycle γ-lactone et sont connus sous le 

nom des sesquiterpènes lactones. Particulièrement chez les Astéraceae, chez ces derniers, 

les sesquiterpènes lactones sont localisés dans des poils sécréteurs situés au niveau des 

feuilles, tiges, ou des bractées (Bruneton, 2009). 

 

 

Figure12: Filtration schématique des principaux groupes des lactones 

sesquitérpèniques (Bruneton, 2009) 

 

Cette voie de biosynthèse donne naissance à de très nombreux métabolites secondaires, 

mais participe également à la synthèse de composés comme les hormones (gibbérellines et 

l’acide abscissique), des pigments (carotène et xanthophylle), les chlorophylles, 

l’ubiquinone ou la plastoquinone, le latex  qu’on ne positionne généralement pas dans le 

métabolisme secondaire. 

 

1.2.3.1. Saponines  

Les saponines sont des  terpènes glycosylés très fréquents chez les végétaux, ils peuvent 

être stéroïdes glycosylés, stéroïdes alcaloïdes glycosylés, hétérosides triterpénoïdes. Ils 

sont caractérisés  par leurs propriétés tensio-actives ou détergents, ils font apparaitre de la 

mousse savonneuse  lorsqu’on les mélange avec l’eau (Hopkins, 2003).  

Structuralement, les saponosides sont classés selon la nature de leurs génines stéroïdes et 

les triterpénoïdes : 
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ü Saponosides stéroidiques. Les saponines à génine stéroïdique sont pratiquement   

présentes chez les Angiospermes Monocotylédones (Liliopsida). Ils sont classes en 

hétérosides de  spirostanales, hétérosides de  furostanoles et hétérosides d’amines 

stréroidiques (pseuso-alcaloïdes). 

ü Saponosides triterpénoïdes. La plupart  des saponines végétales appartiennent à  

cette classe, elles existent chez quelques Ptéridophytes. Pratiquement inexistants chez les 

Gymnospermes, on les rencontre, pour l’essentiel, chez les Angiospermes –Dicotylédones. 

La majorité des génines triterpéniques sont des molécules pentacycliques : oleanane, 

ursane et lupane. Parfois, tétracyclique : lanosta (Güçlü-Ustündağ et al., 2007) 

 

 

Figure 13: Structure  chimique d’un saponoside : Ginsénoside 

(Güçlü-Ustündağ et al., 2007) 

 

1.2.4. Propriétés  biologiques 

Les plantes médicinales représentent une source inépuisable des substances et composés 

naturels bioactifs. En effet, les métabolites secondaires font et restent l’objet de 

nombreuses recherches in vivo comme in vitro, de nombreux métabolites secondaires 

peuvent être valorisés en pharmacologie ; parmi eux, citons les phyto-œstrogènes du Soja, 

permettant de gérer les symptômes, de la ménopause, ou le taxol de l’if utilisé comme  

 

anticancéreux, ou encore la quinine de quinquina, permettant de lutter contre la malaria 

(Bouharmont et al., 2011). On attribue aux  métabolites secondaires des propriétés variées 

:antibactériennes, antiradicalaires, anti-inflammatoires, antiestrogéniques, 

antispasmodiques, antiallergiques, antitumorales, hépatoprotectrices, estrogéniques, 

veinotoniques et analgésique….etc. 
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Nous indiquons dans le tableau 2 quelques propriétés biologiques des métabolites 

secondaires sur l’organisme. 

 

Tableau 2: Propriétés biologiques des métabolites secondaires sur l’organisme 

Composé Activités biologiques Références 

Flavonoïdes Antioxydantes, anti-inflammatoires, 

antiallergiques, Anti-hépatotoxiques, anti-

ulcerogènes, protecteurs vasculaires, 

inhibitrices d’enzymes, antimicrobiennes, 

antiarthrites, anti cancer, ostreogènes, 

antioxydantes 

(Ghedira, 2005 ; 

 Shi et al., 2015; Birt 

et al., 2001 ; 

Cushnie et lamb, 

2005 ; Bhat, 2005). 

Acides phénols Antiparasitaires, antifongiques, antioxydantes, 

antibactériennes, anti-ulcéreuses. 

(Flores et al., 2009) 

coumarines anti-inflammatoires, anticoagulants (wichtl et Anton, 

2003 ; Collin et 

Crouzet, 2009) 

Tanins  Effet stabilisant sur le collagène, 

antioxydantes, antitumorales, antifongiques, 

anti inflammatoires, antidiurétiques, 

antibactériennes, vasoconstricteurs, inhibiteur 

enzymatiques spécifiques, hémostatiques. 

(Bruneton, 2009 ; 

Bahorun, 1997 ; 

Wichtl et Anton, 

2003) 

Quinones  Antimicrobiennes, antispasmodiques, anti- 

diarrhéiques, anti-inflammatoires  

(Wichtl et Anton, 

2003) 

Terpènes anti-inflammatoires, antitumorales (Rahman, 2005) 

Huiles 

essentielles 

Anticancéreuse, anti-inflammatoires, 

antimicrobiennes, antioxydantes, 

spasmolytiques,  analgésiques, sédatives, 

diurétiques 

(Durrafourd et al., 

1997 ; Bakkali et al., 

2008) 

Alcaloïdes anticancéreuses, antimalariques, effets sur le 

système nerveux, anti-douleurs 

(Aniszewski, 2007 ; 

Iserin, 2001) 

Saponines Diurétiques, expectorants, antimycotiques 

Antifongiques, vasoconstrictrices et anti-

inflammatoires.  

(Guo  et al., 2008 ; 

Rahman, 2005) 
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1.3. Huiles  Essentielles   

1.3.1. Généralité  

 Les huiles essentielles sont des produits de composition généralement assez complexe 

renfermant les principes volatils contenus dans les végétaux, et selon  L’AFNOR. (2000)   

(Association française de Normalisation), une huile essentielle  est définie comme étant un 

: "produit obtenu à partir d’une matière végétale, soit par entraînement à la vapeur, soit 

par expression, procédé mécanique mis en œuvre à partir de l’épicarpe des Citrus".  

 

Les huiles essentielles font partie des métabolites secondaires qui assurent divers rôles 

fonctionnels au sein de la plante. Elles représentent un élément de communication 

chimique (Bruneton, 2009). Les huiles essentielles permettent, entre autres,  à la plante de 

se défendre contre les agressions extérieures. Elles ont des propriétés répulsives ou 

attractives vis-à-vis des insectes. En plus, elles ont un rôle attractif favorisant la 

pollinisation des fleurs (économiquement, très importante pour les arbres fruitiers). Elles 

présentent aussi des propriétés antiseptiques dirigées contre les parasites du sol et des 

propriétés inhibitrices sur la germination des graines sur le sol (Kaloustrian, 2012). 

 

1.3.2. Localisation et lieu de synthèse  

Il y aurait environ 17 500 espèces aromatiques réparties dans une cinquantaine de familles 

dont les Lamiaceae, les Asteraceae, les Rutaceae et les Lauraceae. Dans la synthèse et 

l’accumulation des HE sont généralement associées à la présence de structures 

histologiques spécialisées, souvent localisées sur ou à proximité de la surface de la plante. 

Les poils glandulaires épidermiques rencontrés souvent chez les Liaceae, Germinaceae, et 

Rutaceae, ils produisent les essences dites superficielles. Les organes sécréteurs sous-

cutanés au sein des tissus végétaux chez les Myrtaceae, Auranthiaceae, ainsi que les 

canaux sécréteurs chez les Ombelliferaceae, Apiaceae ou Asteraceae.  

Les essences dans la plante peuvent être stockées dans divers organes : Les fleurs (Origan), 

feuilles (Citronnelle, Eucalyptus, Pistachier), écorces (Cannelier), bois (bois de Rose, 

Santal) racines (Vétiver), rhizomes (Gingembre), sève (Myrte), bourgeons (Pin), fruit 

(Badiane) ou graines (Carvi). Plusieurs catégories de tissus sécréteurs peuvent coexister 

simultanément chez une espèce, voire dans un même organe (Bruneton, 1999). 
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1.3.3. Composition chimique 

Les Huiles Essentielles peuvent contenir une centaine de composés différents, appartenant 

à deux groupes caractérisés par des origines biogénétiques spécifiques : les terpènes et les 

dérivés du phénylpropane biosynthétisé essentiellement à partir de l’acide shikimique 

(Bruneton, 1999). 

 

1.3.3.1. Les terpènes  

Les Huiles Essentielles sont constituées d’un certain nombre de composés terpéniques, 

généralement les plus importants. Les terpènes sont des molécules organiques constituées 

par un multiple de 5 atomes de carbone de formule générale (C5H8)n. Ce dernier, sous sa 

forme réactive est L'isopentényl- pyrophosphate IPP qui se transforme en diméthylallyl 

pyrophosphate DMAPP. Les composés IPP et DMAPP réagissent ensemble pour former le 

géranyl pyrophosphate GPP, précurseur des monoterpènes en C10. Une deuxième molécule 

d’IPP réagissant sur le GPP, fournit farnésyl pyrophosphate FPP, précurseur des 

sesquiterpènes en C15, puis une troisième molécule d’IPP réagissant sur FPP fournit le 

géranylgéranyl pyrophosphate GGPP, précurseur des diterpènes en C20 et ainsi de suite, 

pour la formation des septerpènes en C25, des triterpènes en C30, des carotènes en C40 

(Kaloustrian, 2012).  

 

· Monoterpènes  

 Ce sont des hydrocarbures aliphatiques, saturés ou insaturés. Ils peuvent être acycliques 

(myrcènes, ocymène), ou cycliques comme (pinène, camphène), et même  aromatiques 

comme le p-cymène, aussi, ils peuvent contenir des atomes d’oxygène (dérivés oxygénés) 

comme alcool (linalol), cétone (camphre), phénol (thymol, carvacrol) (Fig.14). 
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· Sesquiterpènes 

On trouvera également des sesquiterpènes avec des fonctions chimiques 

caractéristiques : alcool (farnésol, carotol), carbure (β-caryophyllène), cétones et esters 

(Baser et Buchbauer, 2010). (Fig.15).

 

 

 

 

 

 

 

 

myrcène         ocimène           α-terpinène        γ-terpinène  

 

(-)α-pinène             (-) β-pinène         3-carène       (+)- 

camphène 

 

thymol             ascaridol          (-)- bornéol         citronellal  

Figure 14: Structure chimique de quelques monoterpènes des 

HEs (Bruneton, 1999). 
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       β-bisabolène            β-caryophyllène             longifolène 

 

       trans, trans-farnésol                     carotol           

Figure 15: Structure chimique de quelques sesquiterpènes des HEs 

(Bruneton, 1999). 

 

1.3.3.2. Composés aromatiques (phénylpropanoïdes)   

Les dérivés aromatiques des huiles essentielles sont  formés à partir  de l’acide cinnamique 

(C6-C3), qui provient de l’acide shikimique (Bruneton, 1999). Ils existent sous forme : 

des aldéhydes (cinnamldéhyde), des dérivés méthoxylés (anéthole), ainsi que des phénols 

(eugénol), des alcools (alcool cinnamique),des méthylène-dioxy (apiol, safrole)(Fig.16). 

 Les phénylpropanoïdes sont moins répondus dans l’HE que les terpènes, néanmoins elles 

sont caractéristiques dans certaines Huiles Essentielles d’Apiaceae (anis, fenouil, persil) et 

de celles du clou de girofle, la vanille, la cannelle (Bakkali, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16: Structure chimique de quelques composés aromatiques 

(Bruneton, 1999) 
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1.3.3.3. Composés d’origine diverse  

Les huiles essentielles peuvent renfermer des composés d’origines diverses, issues de la 

transformation de molécules non volatiles et qu’ils sont entrainables par la vapeur d’eau. 

(Bruneton, 1999). Des acides organiques de faible poids moléculaire acides acétiques, 

valeniques, isovaleniques, des cétones de faible poids moléculaire, des coumarines 

volatiles ex (bergaptènes), des composés azotés ou soufrés, des composés issus de la 

dégradation d’acide gras exemple la formation d’acide jasmonique et leurs esters (Paris et 

Hurabielle, 1981). 

 

1.3.4. Propriétés  physico-chimiques 

Les huiles essentielles sont des substances de consistance huileuse, plus ou moins fluides, 

voire rétinoïdes, très odorantes, volatiles, incolores ou jaunes pâles excepté quelques 

couleurs caractéristiques : rouge pour l’HE de Cannelle,  verte pour l’Absinthe, et bleue 

pour la camomille. Leur densité est généralement inférieure à  celle de l’eau (de l’ordre de 

0,750 à 0,990),  à l’exception des huiles essentielles de la cannelle, et des clous de girofle.   

Elles sont insolubles dans l’eau mais solubles dans les alcools, les huiles fixes et la plupart 

des solvants organiques, En outre, les huiles essentielles se distinguent les unes des autres 

par : 

ü leurs propriétés organoleptiques : l’aspect, la couleur, la saveur, l’odeur ; 

ü leurs propriétés physiques : la densité, l’indice de réfraction, le pouvoir rotatoire, la 

solubilité ; 

ü leurs propriétés chimiques : la composition chimique, l’indice d’acide et d’ester, 

l’indice de saponification, d’alcool, de phénol et de composés carbonylés 

(Kaloustrian, 2012 ; Baser et Buchbauer, 2010 ; Bardeau, 2009). 

 

1.3.5.   Procédés obtention  

Les huiles essentielles sont obtenues selon plusieurs techniques.  

 

1.3.5.1.  Expression à froid 

Ce mode d’obtention particulier est réalisé uniquement pour les agrumes, dont l’écorce 

deszsruits comporte des poches sécrétrices d’essences. Ce procédé consiste à broyer (à 

l’aide / 
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de presses) les zestes frais de manière à faire éclater les cellules contenant l’huile 

essentielle,  l’essence est récupérée sur une éponge naturelle que l’on presse ensuite pour 

en recueillir l’huile essentielle (Roux, 2008 ; Zhiri et Baudoux , 2005). 

.  

1.3.5.2.  Distillation en présence d’eau 

● Hydrodistillation simple : Elle  consiste à immerger directement le matériel végétal à 

traiter (entier, coupé ou éventuellement broyé) dans un alambic rempli d’eau qui est 

ensuite portée à ébullition. Les vapeurs hétérogènes sont condensées sur une surface froide 

(réfrigérant). Le condensat est récupéré dans un erlenmeyer où l’HE se sépare de la phase 

aqueuse par différence de densité. L’hydrodistillation peut s’effectuer sans ou avec retour 

d’eau dans le ballon. Ce recyclage est dit cohobage et le système conçu pour l’opération est 

appelé Clevenger. Son intérêt majeur réside dans l’utilisation du système de cohobation 

permettant une distillation en continu sans modifier la quantité en eau du ballon L’eau en 

excès retourne dans l’alambic (Fabrocini, 2007 ; Moro-Buronzo,  2008). 

 

● Distillation à vapeur saturée le végétal n’est pas en contact avec l’eau ; la vapeur d’eau 

est injectée au travers de la masse végétale disposée sur des plaques perforées. La vapeur 

endommage la structure des cellules végétales et libère ainsi les molécules volatiles qui 

sont ensuite entrainées vers le réfrigérant. Cette méthode apporte une amélioration de la 

qualité de l’huile essentielle en minimisant les altérations hydrolytiques, et l’huile 

essentielle se sépare de l’hydrolat par simple différence de densité. L’huile essentielle étant 

plus légère que l’eau surnage au-dessus de l’hydrolat (Bruneton, 1999). 

 

● Hydrodiffusion Elle a été développée par la firme Suisse Schmidt S.A.  qui consiste à 

pulser de la vapeur d’eau à très faible pression à travers la masse végétale, du haut vers le 

bas. La matière végétale est disposée sur une grille à l’intérieur d’un parallélépipède 

métallique, ce qui permet une meilleure répartition de la charge (Garnero, 1991). 

 

1.3.5.3. Autres procédés 

· Extraction au CO2 supercritique 

À l’état supercritique, le CO2 présente la particularité de dissoudre de nombreux composés 

organiques exactement comme un solvant organique classique. Dans cette technique, un 

courant de CO2 à forte pression fait éclater les poches à essence, et entraine les HEs qui  
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seront ensuite récupérées. Cette technique est très prometteuse car le produit obtenu est 

proche du naturel sans aucune trace de solvant (Willem, 2002). 

 

· Extraction par les solvants organiques 

 On épuise les plantes  fraiches par des solvants volatiles  (par exemple l’essence de 

jasmin), dont l’évaporation laisse un résidu cireux, très colorés, très aromatique la 

concrète. Cette   concrète purifiée par l’alcool absolu, donne l’absolue, sa composition se 

rapproche de celle d’une huile essentielle. On appelle résinoïde l’homologue de la concrète 

obtenue à partir de plante sèche (Duraffourd et Lapraz, 2002) 

 

· Extraction par enfleurage : 

Elle consiste à mettre en contact la fleur avec un corps gras qui se sature d’essence.  

Puis ce corps gras est épuisé par un solvant qui est évaporé sous vide. Cette méthode 

délicate et coûteuse est remplacée par l’extraction par les solvants. Il y a deux types 

 l’enfleurage. 

L’enfleurage à froid : Quand la technique  se pratique  à froid 

L’enfleurage à chaud (digestion): Quand la technique  se pratique à chaud (Kaibeck, 

2013). 

Le produit obtenu est une pommade florale puis épuisée par l’alcool absolu (dans lequel les 

corps gras sont très peu solubles). L’alcool est ensuite évaporé sous vide. 

Les différentes méthodes utilisées pour extraire les HEs des plantes, conduisent à des 

produits présentant des compositions différentes. Les pharmacopées n’admettent comme 

procédés d’extraction que l’entraînement à la vapeur ou l’expression (Bruneton, 2009 ; 

Belaiche, 1991). 

 

1.3.6. Facteurs de variabilité  

La variabilité chimique des Huiles essentielles est d’ordre génétique, mais peut aussi 

dépendre de la période de récolte, des conditions climatiques, de la localisation 

géographique, de la nature du sol et des méthodes d’obtention. 

 

1.3.6.1. Influence des facteurs intrinsèques 

· Existence de variétés chimiques ou chémotypes 

La composition chimique de l'huile essentielle de certaines plantes peut varier à l'intérieur 

d'une même espèce, ces variétés chimiques sont communément appelées chémotypes.  
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Les chémotypes, on  dit aussi races chimique, sont très fréquents chez les plantes à huiles 

essentielles. L’un des exemples les plus démonstratifs est celui du thym (Thymus vulgaris 

L.) de la méditerranée occidentale. On compte pour cette espèce, morphologiquement 

homogène et caryologiquement stable, sept chimiotypes différents : six dans les garrigues 

du sud de la France (à thymol, à carvacrol, à géraniol, à linalol, à α-terpinéol, à trans-4-

thuyanol et cis-8-myrcénol) et un, en Espagne, à cinéole. Le même phénomène s’observe  

pour d’autres espèces du genre Thymus ainsi que pour d’autres Lamiaceae : des 

chémotypes thymol et carvacrol ont été mis en évidence chez certaines espèces de 

Thymbra, Satureja, Majorana, Origanum et Corydothymus (Bruneton, 2009 ; Zhiri et 

Baudoux , 2005 ; Franchomme, 2001). 

 

· Selon l’organe végétal 

La composition et le rendement d’une HE varient selon la partie de la plante à partir de 

laquelle est extraite (par exemple, la fleur de lavande contient beaucoup plus d’huile 

essentielle que la tige). 

 

· Selon le cycle végétatif 

Pour une espèce donnée, la proportion des différents constituants d’une huile essentielle 

peut varier tout au cours de son développement (Bruneton, 1999), par exemple pour les 

labiées, le plus souvent, pendant la période de floraison. Les sommités fleuries (feuilles et 

fleurs en début de floraison) du thym (Thymus vulgaris) sont cueillies à la fin du printemps 

ou au début de l’été) car elles sont riches en thymol et en carvacrol (phénols) ; en hiver, les 

feuilles seules sont riches en précurseurs des phénols (γ-terpinène et p-cymène) 

(Kaloustrian, 2012) 

 

1.3.6.2. Influence des facteurs extrinsèques : 

Il s’agit là de l’incidence des facteurs de l’environnement et des pratiques culturales. La 

température, l’humidité relative, la durée totale d’insolation et le régime des vents exercent 

une influence plus importante pour les espèces végétales  dont les organes qui possèdent 

des structures histologiques de stockage superficielles (ex. : poils sécréteurs des 

Lamiaceae) que  pour ceurx dont huile est produite dans des formations schizogénèses 

(localisation est plus profonde la qualité est beaucoup plus constante). Il y a des différences  
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de composition chimique selon le pays d’origine. Une même plante grandissant dans des 

lieux différents avec changement de situation géographique (altitude et latitude), avec 

variation de la nature du sol, peut produire des huiles essentielles différentes (Bowles, 

2003). Quelques exemples illustrent cette influence des facteurs extrinsèques : 

-chez la menthe poivrée, les jours longs et les nuits tempérées conduisent à des rendements 

en huile essentielle plus élevés et à une augmentation de la teneur en menthofuranne. A 

contrario, les nuits froides favorisent la formation de menthol. 

-chez Laurus nobilis L., la teneur en huile essentielle des feuilles exposées au sud est plus 

importante que celle des feuilles exposées au nord. 

-chez certains Citrus, la teneur est d’autant plus élevée que la température est importante. 

Les pratiques culturales sont également déterminantes sur le rendement et la qualité du 

produit final. L’apport d’engrais et l’influence des variations N, P, K ont été étudiés pour 

diverses espèces. L’expérience montre qu’il n’y a pas de règles générales applicables dans 

tous les cas. Un autre élément fondamental est le régime hydrique. Là encore, toute 

généralisation s’avère hasardeuse (Bruneton, 1999). 
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2.1. Stress oxydant  

2.1.1. Définition  

Le stress oxydant correspond à un déséquilibre entre la production des espèces réactives de 

l’oxygène (ERO) et ceux qui sont responsables de leur contrôle et leur élimination (Migdal 

et Serres, 2011). Dans les phénomènes de stress oxydant (prenant place dans les milieux 

biologiques), les radicaux libres qui interviennent, partagent pour caractéristique celle 

d’avoir un électron célibataire sur un atome d’oxygène ou d’azote.  Ils sont doués d’une 

forte réactivité, qui peut mener à un grand désordre dans les structures moléculaires, en 

oxydant les lipides membranaires, les protéines cellulaires, les acides nucléiques, 

provoquant ainsi la mort cellulaires (Powers  et Jackson, 2008). 

 
2.1.2. Espèces  réactives de l’oxygène (ERO ou ROS) 

Les espèces réactives de l’oxygène  ERO, en anglais ROS ( Reactive Oxygen Species), 

elles incluent l’ensemble des  radicaux libres de l’oxygène proprement dit tels que le 

radical superoxyde (O2
•-), le radical hydroxyle (•OH), le radical peroxyle (ROO•), mais 

également certains dérivés oxygénés réactifs non radicalaires dont la toxicité est 

importante, le peroxyde d’hydrogène (H2O2) L’oxygène singulet (1O2) )(Dacosta, 2003), 

certaines espèces réactives de l’azote (RNS : Reactive Nitrogen Species) appartenant à  ce 

groupe puisqu’elles possèdent un atome d’oxygène et quelles se comportent comme ERO 

vis-à-vis  d’un stress oxydant le monoxyde d'azote (•NO)  et le péroxynitrite (ONOO-) 

(Favier, 2003). 

 
Les espèces réactives sont  produites dans la mitochondrie en grande partie au cours de la 

respiration cellulaire pour fournir l’énergie nécessaire à la machinerie cellulaire (Edeas, 

2007 ; Gardès-Albert et al., 2003).  En effet, toute  réaction impliquant de l’O2 et un 

système réducteur de transfert d’électrons est susceptible de libérer des ERO (Barouki, 

2006). D’autre part les ERO peuvent se produire naturellement par l’organisme au cours de 

processus biologiques comme la réponse immunitaire, principalement d’origine 

enzymatique (la NADPH oxydase, la  xanthine oxydase, la NO-synthase, les 

lipooxygénases et cyclooxygénases) (Babior et al., 2002), et durant le catabolisme de 

certains xénobiotiques (Migdal et Serres, 2011).  Les  espèces réactives sont  également  

générées en réponse à un stress environnemental  (pollution, fumée de tabac, fibres 

d’amiante, ultraviolets, pesticides...) (Edeas, 2007). 
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Figure 17 : Origine des différents radicaux libres oxygénés impliqués en biologie  

(Favier, 2003) 

 

2.1.3. Atteintes liées aux ERO 

Les atteintes radicalaires de divers composants cellulaires peuvent induire de nombreuses 

perturbations cellulaires, qui entrainent le développement d’altérations cellulaires pouvant 

aboutir au disfonctionnement de certains organes, de ce fait, les radicaux libres sont 

impliqués dans de nombreuses pathologies. 

 

2.1.3.1. Oxydation des lipides 

Les chaines d’acides gras insaturés (constituants essentiels des membranes cellulaires) 

constituent une cible majeur pour les ERO,  l’oxydation des lipides polyinsaturés, en 

présence d’oxygène, est un processus radicalaire de réactions en chaîne, connue sous le 

nom de péroxydation lipidique (Vellas  et  Robert, 2013).  

Les peroxydations lipidiques vont altérer la structure des cellules animales ou végétales, et 

sont responsables de la dégradation organoleptique des aliments. 
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2.1.3.2. Oxydation des protéines  

Les protéines sont aussi la cible des ERO, soit au niveau de leur chaine latérale,  avec 

formation des produits d’oxydation ; soit au niveau de la liaison peptidique, entrainant la 

fragmentation de la chaine (Levine, 2002),  en particulier  pour certains acides aminés 

comme la cystéine, la méthionine et la tyrosine. Cette oxydation joue un rôle dans la 

maturation et dans la signalisation mais peut aussi conduire à une toxicité cellulaire. Une 

oxydation des protéines peut conduire à leur carbonylation et à leur dénaturation (Barouki, 

2006). 

 
2.1.3.3. Oxydation des acides nucléiques 

Les bases nucléiques sont susceptibles d’être oxydées, ce qui serait à l’origine de mutations 

géniques ou de défauts de transcription. L’attaque de l’ADN par les radicaux libres (en 

particulier le radical hydroxyl) peut entraîner des cassures dans la double hélice, et des 

modifications de bases. Ces altérations pourraient atteindre la formation des protéines et 

contribuer à la dysfonction et à la mort cellulaire (Vellas  et  Robert, 2013). Ces lésions 

sont impliquées dans de nombreux processus pathologiques (létalité cellulaire, 

mutagenèse, cancérogenèse) et aussi dans le vieillissement cellulaire (Haleng et al.,  2007) 

 
2.1.4. Antioxydants  

Les antioxydants sont définis comme l'ensemble des molécules susceptibles d'inhiber 

directement à faibles doses la production, de limiter la propagation ou de détruire les ERO 

(Favier, 2003). Il est clair que tous les systèmes biologiques, dans leurs environnements 

oxygénés, ont élaboré des mécanismes pour contrer les conséquences potentiellement 

délétères des agents pro oxydants. Un antioxydant peut agir de diverses manières ;   

· Les chélateurs des métaux de transition : la séquestration des métaux de transition 

par les protéines spécifiques empêchant la réaction de Fenton et la production 

de *OH.  

· Les désactivateurs (quencher) de l’oxygène singulet 

· Les piégeurs d’oxygène 

· Les donneurs d’hydrogène 

· Destruction des peroxydes : en métabolisant grâce à des enzymes (superoxyde 

dismutase SOD, la glutathion peroxydase) (Cillard, 2006).   
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On distingue au niveau des cellules deux lignes de défense inégalement puissantes pour détoxifier la cellule : 

· Certains antioxydants sont fabriqués par le corps comme les enzymes, d’autres proviennent de l’alimentation qui a une plus grande 

hétérogénéité comme les vitamines, les minéraux et les métabolites secondaires (les composés phénoliques).  

· D’autres sont à la fois synthétisés en faible quantité par l’organisme et apportés par l’alimentation. C’est le cas par exemp le de la cystéine et la 

Coenzyme Q10 (Pokorny et al., 2001).  

Le tableau 3 ci-dessous présente les principales substances utilisées pour lutter contre toute forme d’oxydation (Pokorny et al., 2001; Le Cren, 

2004). 

                              Tableau 3: Principales substances antioxydantes (Pokorny et al., 2001; Le Cren, 2004) 
A. Enzymatiques A. Non enzymatique      A. de synthèse 

Enzymes Cytosoliques Vitamines Minéraux Phytochimiques  

-GPX (GlutathionPeroxydase) 
-GRD (Glutathion réductase) 
- GRT (Glutathion ransférase) 
-SOD (Superoxyde Dismutase) 
-Catalase 

-Vit C 
-Vit E 
(Tocophérols) 
-Vit Q 
(Ubiquinone) 
-Vit A 
(Rétinol) 
-Vit B5 (A. 
pantothénique 

Sélénium 
-Zinc 
-Manganèse 
-Cuivre 
-Magnésium 
-Anhydride 
sulfureux 
(SO2) 

-Terpènes 
-Polyphénols 

-BHT (3,5ditertobutyl-4hydroxytoluène) 
-BHA (3-tertiobutyl4-hydroxyanisole) 
-TBHQ (tertiobutylhydro-xyquinone) 
-Trolox (acide-6-hydroxy-2,5,7,8- 
tetraméthylchroman-2-carboxylique) 
-Gallate de propyle (E310) 
-Gallate d’octyle (E311) 
-Gallate de dodécyle (E312 

                          A : antioxydant 
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2.5.1. Plantes, source naturelle d’antioxydants :   

Il y a actuellement un regain d’intérêt pour les phytomolécules comme source potentielle 

d’antioxydants naturels, comme les  flavonoïdes, les polyphénols.  Les composés 

phénoliques particulièrement ont montré une activité antioxydante in- vivo et in- vitro 

(Urquiza-Martínez et  Navarro, 2016). 

Les polyphénols doivent leur activité (comme leur nom l’indique), à un  très grand nombre 

de résidus hydroxyles, qui sont autant de munitions pour lutter contre les radicaux libres et 

stopper la réaction en chaîne (Rolland, 2004). Leur effet antioxydant est due à leurs 

propriétés redox en jouant un rôle important dans : Le piégeage direct des ERO ; 

L’inhibition des enzymes génératrices d’ERO ; La chélation des ions de métaux de 

transitions, responsables de la production des ERO ; L’induction de la biosynthèse 

d’enzymes antioxydantes (Nijveldt  et al., 2001 ; Halliwell, 1994) et d’autre part via la 

modulation des voies de signalisation intracellulaires contrôlant l’expression des enzymes 

anti-oxydantes (Morand et Milenkovic, 2014).  Les polyphénols sont les antioxydants les 

plus abondants dans nos régimes alimentaires. Nous consommons chaque jour environ un 

gramme de polyphénols qui proviennent exclusivement des aliments d’origine végétale 

(Edeas, 2007).  

 

 L’activité antioxydante des flavonoïdes peut prendre plusieurs formes dans la régulation 

du stress oxydatif, vis-à-vis des effets délétères des radicaux libres. Ces composants 

peuvent intervenir en captant directement les radicaux libres, ou en captant les cations 

métalliques. En effet les flavonoïdes inactivent et stabilisent les radicaux libres grâce à leur 

groupement hydroxyle fortement réactif et ils sont également capables de chélater les ions 

métalliques oxydants (Cotelle et al., 1996) en inhibant les enzymes responsables de la 

génération des ERO (Cotelle, 2001). Cette capacité antioxydante serait liée à l’affinité 

pour les radicaux et donc à la structure du flavonoïde : la structure ortho-dihydroxy sur le 

cycle B (groupement catéchol), la double liaison C2-C3 en conjugaison avec la fonction 4-

oxo,  la présence du groupe 3-OH en combinaison avec la double liaison C2-C3,  un 

troisième OH sur le cycle renforce également le caractère antioxydant. 
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L’effet de la glycosylation diminue l’activité des flavones et flavanones (Heim, 2002 ; 

Van Acker et al., 1996), plusieurs flavonoïdes sont de puissants inhibiteurs de la 

lipooxygénase et/ou de la cyclooxygénase, ce qui pourrait être en relation directe avec leur 

capacité à piéger les radicaux libres. Cette faculté, tant étudiée et si reconnue, est 

fréquemment citée comme étant une clé pour la  prévention et/ou la réduction du stress 

oxydatif, qui est en lien direct avec des maladies chroniques comme les maladies 

cardiovasculaires, la carcinogénèse et les maladies neurodégénératives. Les radicaux libres 

seraient aussi impliqués dans le processus de vieillissement (Quideau et al., 2011). 

Les tanins ont de grandes capacités antioxydantes dues à leurs noyaux phénols. Ils ont la 

particularité d’inhiber la peroxydation des lipides, en agissant comme donneur de proton et 

accepteur de radicaux libres, stoppant ainsi la réaction en chaîne de l’auto- oxydation des 

lipides (Rahman et al., 2005).  

Quant aux  acides phénoliques , les dérivés de l’acide hydroxycinnamique, plus 

exactement des dérivés des acides p-coumarique, caféique, férulique et chlorogénique  ont 

une  activité antioxydante  plus importante   que les dérivés hydroxyles de l'acide 

benzoïque étant donné que la présence de CH2=CH - COOH dans les acides cinnamiques, 

assure une plus grande capacité antioxydante par rapport au groupe COOH dans l'acide 

benzoïque (Gocer  et Gulcin, 2011).  Les coumarines  sont  également d’excellents 

piégeurs des radicaux libres et de très bons chélateurs des métaux (Al-Majedy et al., 

2016). En effet,  des substances comme l’esculétine, le fraxetin, la daphnétine et d'autres 

dérivés de  coumarine  sont reconnus comme inhibiteurs de la lipoxygénase et 

cyclooxygénase,  et de la génération anion superoxyde (Fylaktakidou  et al., 2004). 

  
Plusieurs études ont montré des propriétés antioxydantes des huiles essentielles 

(Muthumperumal et al., 2016 ; Viuda-Martos, 2011 ; Wei et Shibamoto, 2007 ; 

Bakkali, 2008). Les effets antioxydants d'huiles essentielles sont dus principalement à la 

présence des groupes d'hydroxyle dans leur structure chimique (Amzad- Hossain et al., 

2008). 

  
Les Caroténoïdes constituent de vastes familles de composés (plusieurs centaines) parmi 

lesquels se trouve le β-carotène. Ce dernier est une molécule liposoluble présente dans les       
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membranes biologiques. C’est un précurseur de la vitamine A (rétinol) et se trouve 

principalement dans les légumes et les fruits (carotte, poivron).  

Il possède la capacité de capter l’oxygène singulet. Nous avons également l’alpha carotène 

(mangue), la lutéine (épinards), le lycopène (tomates). Les caroténoïdes ont un rôle 

spécifique de capteur d'oxygène singulet 1O2, ce qui leur permet d'exercer une protection 

vis-à-vis des dommages induits par rayons ultraviolets de la lumière solaire (Gardès-

Albert et al., 2003).  

 

2.2.  Résistances bactériennes  

Depuis la découverte de la pénicilline en 1929, d'autres agents antimicrobiens plus 

efficaces ont été découverts et mis au point par l'élucidation des cibles médicamenteux et 

par une modification des molécules médicamenteux (Kohanski et al., 2010).  

Les cibles des antibiotiques sont impliquées dans les fonctions physiologiques ou 

métaboliques de la bactérie. Ils peuvent inhiber la biosynthèse des acides nucléiques (ADN 

et ARN), interférer avec les voies métaboliques de synthèse de l’ADN mais leurs cibles 

principales sont la paroi cellulaire et les ribosomes bactériens (Singh et Barrett, 2006). 

L’utilisation accrue d’antibiotique  conduit à une résistance bactérienne (connu pour toutes 

les familles d’antibiotiques) (Rao, 1998), on distingue deux types de  résistance : 

Résistance bactérienne naturelle et acquise. 

 

2.2.1.  Résistance bactérienne naturelle  

On parle de résistance naturelle lorsque toutes les bactéries d’une même espèce ne 

possèdent pas dans leur  structure,  la cible que l’antibiotique devra atteindre pour la 

détruire. L’espèce bactérienne sera naturellement résistante à cet antibiotique (Remy, 

2010). C’est ainsi que, les bacilles à Gram négatif sont naturellement résistants aux 

antibiotiques hydrophobes car ces molécules ont des difficultés à passer la membrane 

externe de leur paroi. Les mycoplasmes, bactéries dépourvues de parois présentent une 

résistance naturelle aux β-lactames, puisque le mode d’action de cette famille 

d’antibiotique consiste à inhiber la synthèse du peptidoglycane (la paroi bactérienne) 

(Normak et al., 2002).  
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Lorsque la bactérie possède une enzyme capable de détruire l’antibiotique, 50% des 

souches staphylococcus aureus possèdent une enzyme appelée pénicillinase capable de 

rendre la pénicilline  inactive (Remy, 2010). 

 
2.2.2.  Résistance acquise  

La résistance bactérienne acquise survient lorsque  des souches d’une  même espèce 

donnée, normalement sensible aux antibiotiques deviennent résistantes. Elle peut être 

d’origine  chromosomique où plasmidique (Clos, 2012). Dont son niveau augmente à partir 

de l’utilisation de l’antibiotique. Ainsi, l’antibiotique ne crée pas la résistance à l’échelle 

d'une population bactérienne, il ne fait que sélectionner un mécanisme de résistance 

(Tigaud, 2004). L’utilisation irraisonnée et importante d’antibiotique, en détruisant les 

souches  non résistantes, favorise la sélection et le développement des souches résistantes. 

Ce phénomène est encore  aggravé lorsque l’on  utilise des doses d’antibiotiques 

insuffisantes ou qu’on arrête le traitement trop tôt. De plus certaines souches ont acquis 

une résistance à de nombreux antibiotiques, ce sont des souches multi-résistantes (Remy, 

2010). 

 

2.2.3. Plantes, source naturelle d’antibactériens 

Face à la perte d’efficacité de l’antibiothérapie, mise en péril par l’émergence de germes 

multi-résistants, la découverte de nouvelles molécules est devenue une nécessité absolue. 

Les champs d’investigation sont vastes. Toutefois, durant ces dernières années, un intérêt 

accru s’est focalisé sur les substances biologiquement actives isolées des plantes (Goetz et 

Ghedira  2012). Parmi ces substances on trouve : les huiles essentielles et les polyphénols 

 

2.2.3.1. Propriétés antimicrobiennes importantes des huiles essentielles  

L’activité antimicrobienne des substances aromatiques est connue de façon empirique 

depuis l’Antiquité. Des études expérimentales ont été entreprises en France dès 1885, et en 

1938, René-Maurice Gattefossé décrit la considérable avancée de la recherche dans ce 

domaine. Ces dernières années, la communauté scientifique a montré un intérêt 

considérable dans l’étude de nouveaux antimicrobiens végétaux. Depuis, de nombreuses 

huiles ont été définies comme antibactériennes (Kaloustrian, 2012 ; Burt, 2004). 
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Les huiles essentielles agissent aussi bien sur les bactéries Gram positives que sur les 

bactéries Gram négatives. Toutefois, les bactéries Gram négatives paraissent moins 

sensibles  à leur action et ceci est directement lié à la structure de leur paroi cellulaire 

(Burt, 2004). Il existe cependant quelques exceptions. Les bactéries Gram négatives 

Aeromonas hydrophila (Wan et al., 1998) et Campylobacter jejuni (Wannissorn et al., 

2005) ont été décrites comme particulièrement sensibles à l’action des huiles essentielles.  

La bactérie reconnue comme la moins sensible à leurs effets reste néanmoins la bactérie 

Gram négative P. aeruginosa (Dorman et Deans, 2000). Leur spectre d’action est très 

étendu, car elles agissent contre un large éventail de bactéries, y compris celles qui 

développent des résistances aux antibiotiques. Cette activité est par ailleurs variable d’une 

huile essentielle à l’autre et d’une souche bactérienne à l’autre (Kalemba et Kunicka, 

2003). Elle est à mettre en relation avec sa composition chimique, et les possibles effets 

synergétiques. Dans ce contexte, carvacrol, thymol, eugénol et cinnamaldéhyde semblent 

être, comme le confirme la pratique quotidienne en aromathérapie, les molécules phares de 

la lutte antimicrobienne et leur cible privilégiée, des bactéries aussi variées que Listeria 

monocytogenes, Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Shigella dysenteria, Bacillus 

cereus, Staphylococcus aureus.  

 
La croissance des bactéries, résistantes et multi-résistantes aux antibiotiques, peut être 

Inhibée par certaines huiles essentielles. Les huiles d’agrumes, de lavande, de menthe, de 

genévrier, de l’arbre à thé, de thym et d’eucalyptus se révèlent particulièrement efficaces 

contre les staphylocoques dorés résistants à la méthicilline (SARM) (Tohidpour et al., 

2010 ; May et al., 2000) et les entérocoques résistants à la vancomycine (ERV) (Fisher et 

Phillips, 2009).  

 
2.2.3.2. Propriétés antibactériennes importantes des composés phénoliques  

Les composés, appartenant aux acides phénoliques, les plus représentatifs de ces effets 

sont les acides cinnamiques et caféiques. On les retrouve présents dans le thym et la 

téragone. Ces composés sont particulièrement efficaces contre de nombreuses souches de 

bactéries, de champignons et de virus (Cheng et al., 2008). De plus, le nombre et la  
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position des groupements hydroxyles sur le noyau aromatique pourraient être en relation 

avec leur toxicité relative sur les microorganismes (Cowan, 1999). 

L’activité antimicrobienne et donc anti-infectieuse des flavonoïdes a été démontrée par de 

nombreuses études. Cette activité est due principalement à la capacité de ces molécules à 

inhiber l’expression de l’ADN et la synthèse de certaines enzymes et protéines 

membranaires des microorganismes (Ulanowska et al. 2006 ; Naidu, 2000).  

 

L’activité antimicrobienne a été attribuée à la fonction phénolique des flavonoïdes, cette 

activité est sensée augmenter avec le nombre de substituants hydroxyles, méthoxyles ou 

glucosyle. Les structures les plus efficaces étant les flavones et les flavanones (Picman et 

al., 1995). En effet, L’activité antibactérienne en  présence de  l’apigénine, la galangine, la 

pinocembrine, la poncirétine, la genkwanine, la naringine, l’épigallocatéchine, la lutéoline 

et la lutéoline7-O-glucoside, la quercétine, 3-O-methylquercétine, plusieurs quercétine 

glucosides, et le kaempférol et ces dérivés, et autres flavones, isoflavonoles, et chalcones 

ont été décelés (Cushnie, 2005).  La capacité des tanins à créer des complexes avec les 

protéines par des liaisons hydrogènes, des liaisons hydrophobes ou des liaisons covalentes, 

leur permet alors de désactiver les adhésions microbiennes, enzymatiques et les enveloppes 

cellulaires transportant les protéines des microorganismes (Cowan, 1999). D’ailleurs, les 

proanthocyanidines se sont révélés les plus efficaces (Daglia, 2012). 

  

Des études ont montré que les coumarines exercent plusieurs activités antimicrobiennes et 

antifongiques. Elles inhibent la transcription de l’ADN gyrase, on note qu’elles sont plus 

efficaces si le groupement OH est en position 7, comme dans le cas de novobicin (Orhan, 

2012). 
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3.1. Pinus halepenisis Mill. 

3.1.1.  Genre Pinus  

Le genre Pinus appartenant à la famille des Pinaceae. Il est le plus important de tous les 

Conifères  tant par le nombre de ses espèces (de plus de 90) toutes caractérisées par une 

phyllotaxie unique et prétendue des forêts qu’il constitue, que par son utilisation intensive 

dans le reboisement et l’importance économique de ses produits.  

Ils vivent en plaine dans les régions nordiques, mais surtout en montagne dans les régions 

chaudes. Ce sont, à quelques exceptions près, des arbres de haute taille, à cime 

habituellement conique, dont les rameaux longs couverts de petites écailles portes des 

rameaux très courts à feuilles aciculaires persistantes, à la différence de celles des sapins 

ou des épicéas (Brosse, 2000). 

 

 On reconnait un Pin par le développent sur le rameaux longs ou moyens  de petits 

bouquets de 2, 3, 5 aiguilles. Ces aiguilles ne sont pas libres, mais réunies en faisceaux 

dans une gaine écailleuse qui enserre leur base brachyblaste  et c’est d’après le nombre des 

feuilles ainsi groupées qu’on distingue dans le genre trois sections : pins à2, à3 et à5 

(Gaussen et al., 1982 ; Quezel et Santa, 1963). Les cônes (ou pommes à pin), dont la 

maturation demande 2 ou 3 ans, sont constitués d’écailles ligneuses à la partie terminale 

épaissie et de forme pyramidale, portant le nom d’écusson (Brosse, 2000).  

 

3.1.1.1. Usage traditionnel du pin    

Parties utilisées : feuilles, bourgeons, graines, résine, bois.  

ü La résine de pin a été considérée de tout temps, comme un remède très efficace  

dans les affections pulmonaires. Hippocrate l’employait contre la péripneumonie et les 

médecins arabes contre les ulcères du poumon (Leclerc, 1994). Elle exerce une action 

antirhumatismale et décongestionnante. 

ü Les bourgeons de pin sont riches en huile essentielle, ils sont béchiques,  

balsamiques et efficaces dans  le traitement de la toux (Boullard, 2001 ; Cecchini, 2003).  

Les huiles essentielles riche en pinène sont utiles dans de nombreuses indications tel que : 

les affections des voies respiratoires, la grippe, la fatigue, les infections des voies urinaires, 

le rhumatisme et la goutte (Fleurentin, 2008 ; Lacoste, 2014). 
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ü Quant au goudron résultant de la distillation de bois, sous sa forme galénique en  

sirop ou en pastilles, il est considéré comme béchique et pectoral (Fleurentin, 2008 ; 

Cecchini, 2003), il est utilisé également en usage externe contre les dermatoses. Des 

feuilles on extrait le catéchol (protecteur capillaire). 

 

ü De l’écorce on extrait le cyanidol qui est un antihémorragique efficace en cas de  

trouble de la perméabilité cellulaire et d’insuffisance veineuse (Boullard, 2001). 

Les pinènes  sont des matières premières courantes en parfumerie. L’essence de 

térébenthine, ou l’infusion d’aiguille de pin, entrent dans la composition de produits pour 

bains désinfectants, stimulants, rafraichissants et désodorisants (Hlava et al., 1984). 

 

3.1.2. Description botanique de P. halepensis 

Noms vernaculaires : 

Arabe : Senouber, raourai  

Tamazight : Azoumbei, Taïda 

 zgougou (la graine),Radjina, Eulk snouber ,  

ouazouri (la résine), 

qat’ran, zeft(goudron),  

 aïdha, chelouda (écorce ).  

Français : pin d’Alep 

  
Le Pin d’Alep  est originaire des bords de la méditerranée occidentale, de l’Espagne à la 

Grèce, en Algérie et en Tunisie,  il est rare par contre en méditerranée orientale où il est 

remplacé par une espèce voisine P. brutia Ten. 

P. halepensis est  un arbre qui peut atteindre 20 m avec un tronc de 1,50m de diamètre 

(Maire, 1952), il est branchu et feuillé dès la base, puis développe un fût grêle, flexueux, 

souvent penché par le vent, à cime étalée, irrégulière et peu dense. 

ü Ecorce d’abord lisse et gris argenté, puis épaisse, fissurée, brun rougeâtre, riche en 

tanin. 

ü Bourgeons cylindro-coniques,7-8mm, non résineux.  

ü Aiguilles.   Groupées par 2,  parfois plus,  filiformes souples, longues, vert –gris 

clairlongues de 5 à 10 cm, rassemblées en pinceaux à l’extrémité des rameaux 

(Brosse, 2000), à marges finement denticulées, sommet brusquement  atténué en 

une courte pointe rigide. Ces pseudophylles sont persistantes (Maire,              

1952). 

 

      Figure 18 : Rameaux de Pinus halepensis 

Mill. 

 

S.N. 
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ü Les cônes mâles, ressemblant à des chatons dressés, produisent une grande 

quantité de pollen jaune orangé dispersé par le vent, longs de 6 à 7 cm.  

ü Les cônes femelles, plus gros, mûrs à l’automne de la seconde année, ovoïdes-

coniques aigus, longs de 6 à 12 cm, roux vif luisant à maturité et réfléchis vers le 

bas du rameau (Nahal, 1986). 

ü Les Graines : 5-7 mm, grises mouchetées de noir, avec une aile brun 3-4 fois plus 

longue (Bonnier, 1990).  

 

Le pin d’Alep demande beaucoup de lumière et de  chaleur. Il supporte bien la sécheresse 

mais il est très sensible au froid, ce qui limite son implantation en zone méditerranéenne et 

à faible altitude (étage semi –aride). Très peu exigeant quant au sol, il s’accommode bien 

des terrains calcaires ou il a peu de concurrents. 

 

3.1.3. Place de P. halepensis  dans la systématique. 

La position systématique du taxon selon  différentes approches morphologiques (Maire, 

1952) et phylogéniques APGIII (Dobignard  et  Chatelain, 2012) est décrite dans le 

tableau ci-dessous (Tab.4) 

Tableau 4 : Place de Pinus halepensis Mill. dans la systématique 

 Maire, 1952 APGIII (Dobignard  et  

Chatelain, 2012) 

Règne  Plantae Plantae 

Embranchement  Spermatophytes Spermatophyte 

Sous embranchement Gymnospermes Gymnosperme 

Classe  Pinopsida Gymnospermae 

Ordre  Pinales Pinales 

Famille  Pinacées Pinaceae 

Genre   Pinus  Pinus 

Espèce halepensis Mill. halepensis Mill. 
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3.1.4. Réparation géographique de P.halepensis 

Ø Dans le monde  

Le pin d’Alep occupe une aire morcelée sur tout le pourtour méditerranéen ;  Espagne (de 

Gibraltar à la Catalogne), France  (dans le Languedoc et la Provence calcaire), Italie 

péninsulaire, Grèce, Turquie (dans la région d’Adana), Algérie, Maroc dans (le Rif), le 

Moyen et le grand Atlas voir figure 19  (Allemand, 1989). 

 

 
              Pinus halepensis 
 

Figure 19 : Aire de distribution géographique  de Pinus halepensis Mill. (Nahal, 

1986). 

 

Ø En Algérie 

Le pin d’Alep forme des forêts  sur tous les massifs montagneux du tell littoral à l’atlas 

saharien (Quezel, 1986),  très répandu dans les montagnes sèches de l’intérieur : Souk –

Ahras ; Ouenza ; Aurès ; Bellezma, Monts du Hodna et dans les terrains calcaires du 

littoral à Bougie et jusqu’ à dans la basse vallée de l’Oued Agrioun (Maire, 1952). 

En Algérie, le pin d’Alep couvre 850.000 ha (35% de la surface du Nord boisée) 

(Bentouati et al., 2005). 

 

3.1.5. Données pharmacologiques et phytochimiques  de P. halepensis Mill. 

P. halepensis a fait l’objet de plusieurs études phytochimiques et pharmacologiques ; 

Kaundun et al. (1998) ont indiqué la présence des flavonoïdes dans les aiguilles : 

proanthocyanidines (delphinidine et cyanidine,) et six  flavonols (myricétine, quercétine, 

larycitrine, kaempférol, isorhamnétine et syringétine).  

N 
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Elles contiennent aussi des acides phénoliques tel que l’acide p-coumarique, l’acide 

syringique  et l’acide4-hydroxybenzoique (Pasqualini et al., 2003). L’huile des graines de 

Pinus halepensis est constituée de glycolipides : esther glucoside stérile, monogalactosyl 

diacyl glycérols, cérébrosides, et digalactosyl diacyl glycérols.  Des phospholipides : acide 

Phosphatidique, phosphatidylethanolamine, phosphatidylinositol, phosphatidylsérine, 

phosphatidyl glycérol et diphosphatidyl glycérol (Kadri et al., 2013), il a été démontré que  

ces composés possèdent une activité cytotoxique contre trois lignées de cellules 

cancéreuses humaines et une activité antiangiogénique (Kadri et al., 2015). 

Une autre étude sur la fraction lipidique contenue dans les graines de Pinus halepensis 

Mill.  a permis de déduire sa richesse en acides insaturés (acide oléique : 27,3% et acide 

linoléique : 48,8%) et d’autres acides saturés comme l’acide palmitique (8,75%), 

myristique, rnyristoleique, palmitoleique, margarique, margaroleique, stearique, 

linolénique, arachidique, eicosenoique, ont été également détecté mais a des faibles 

teneurs. Dans la même étude,  la composition  moyenne de graines  de P. halepensis a été 

déterminée, les résultats ont montré la composition suivante : 22,7% de protéines, 43,3% 

d’huile, 8,3% de cendre, 25,7 % de glucides, et une faible quantité (1%) des éléments 

minéraux (K, Mg, Ca) (Cheikh et al., 2006). 

 

La composition chimique de l’huile essentielle obtenue à partir des aiguilles de Pinus 

halepensis, a fait l’objet d’un grand nombre d’études (Djerrad et al., 2015 ; Fekih et al., 

2014, Abi-ayad et al., 2011, Dob et al., 2005 ; Macchioni et al., 2003 ; Hmamouchi et 

al., 2001 ; Roussi et al., 1995 ; Tazerouti et al., 1993), décrivant leur composition 

chimique très variée (Tab.5) 

Les travaux de Abi-ayad et al. (2011) ont montré que les huiles essentielles de P. 

halepensis ont un effet fongicide contre l’Aspergillus flavus, l’Aspergillus niger, le 

Fusarium oxysporum, le Rhizopus stolonifer. D’autres travaux ont  démontré une activité 

antibactérienne (Fekih et al., 2014), et activité antioxydante (Djerrad et al., 2015) des 

huiles essentielles de P. halepensis  
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Tableau 5 : Principaux composants des huiles essentielles de P. halepensis Mill. des 

différentes origines 

 

Origines Composés majoritaires Références  

Algérie  Tebessa  

Batna   

α-pinène (17,2%), (Z)-b-

Caryophyllène (20,3%) 

α-pinène (21,4%), (Z)-b-

Caryophyllène (22,5%) 

(Djerrad et al., 2015) 

Tlemcen 

(Nedroma) 

α-pinène (21,2%) 

Myrcène (32%) 

(Fekih et al., 2014) 

 Tlemcen 

(Ghazaouet)  

Caryophyllène oxyde (48,2%), 

thymbergol (8,3%)   

(Abi-ayad et al., 2011) 

Alger 

(Sidi fradj) 

(Z)-b-Caryophyllène (40,31%) 

α-Humulène(7,92%) 

(Dob et al., 2005) 

Tissemsilt  

Djelfa 

Sabinène(6,95%),Myrcène (8,65)                                                                         

α-Pinène(17,56%),Myrcène (3,22) 

(Tazerouti et al., 1993) 

Maroc α-Pinène (23,3%) 

 Myrcène (16,3%) 

(Hmamouchi et al., 

2001) 

Grèce  α-Pinène (13,4%)  

β-Caryophyllène (19,05%) 

(Roussi et al., 1995) 

Italie α-Pinène (18.1 %), Myrcène (27.9%) 

 

(Macchioni et al., 2003) 

 

3.1.6.  Utilisation en phytothérapie de P. halepensis 

Parties utilisées : les bourgeons, le bois, les racines, les rameaux, les feuilles, la résine, 

l’écorce  

Principes actifs : résine, tanin,  acide primarique, acide primarinique, piripicrine  terpène, 

(Mahmoudi, 1984). 

Nous trouvons pratiquement les mêmes vertus thérapeutiques chez les espèces de Pin. Les 

rameaux feuillés renferment une huile essentielle riche en pinène, puissant antiseptique 

apprécié en cas d’affections respiratoires, dépuratifs en décoction,  balsamique et amère 

(appréciés alors en cas d’inflammation intestinale ou de leucorrhée) (Boullard, 2001). De 

son oléorésine par distillation fractionnée, on extrait une  Térébenthine, elle a des 

propriétés comparables comme antiseptiques urinaires et pulmonaires. 
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 En médecine traditionnelle algérienne, il  est utilisé pour ces propriétés : expectorant, 

balsamique, léger diurétique, antiseptique puissant; astringent (Mahmoudi, 1984). Selon la 

tradition kabyle  trois cuillérées à soupe de résine pilée et tamisée, incorporées à un pot de 

miel pur de 500 g, constituent le traitement complet de la bronchite (Hammiche, 2015). 

 

3.2. Thymus ciliatus ssp. coloratus 

3.2.1. Genre Thymus 

Le nom Thymus désigne en latin « thymum »  et en grec « thymon », le nom provient de 

l’égyptien than, nom d’une plante servant d’embaumer les corps ou de la racine grecque 

thy, signifiant « exhaler une  odeur » (Couplan, 2012). Le thym appartient à la famille des 

Lamiaceae. Il se trouve à l’état spontané, sous l’aspect d’un sous-arbrisseau très ramifié à 

la base. Les nombreuses tiges (quadrangulaires) dressées, portent de minuscules feuilles 

opposées, aux bords enroulés verts foncés. Vers les extrémités des tiges s’épanouissent de 

petites fleurs roses pâles ou blanches, rassemblées en glomérules à l’aisselle des feuilles 

(Guignard et Dupont, 2004 ; Meyer et al., 2004). Le calice tubuleux à 2 lèvres, la 

supérieure à 3 dents, l’inférieure à 2. Les étamines dépassent la lèvre supérieure de la 

corolle (au moins 2 d’entre elles), à filets divergents. Le fruit  est un tétrakène (Martin, 

2014). 

 

3.2.1.1. Répartition géographique du genre Thymus 

· Dans le monde  

Le genre thymus comprend près de 928  espèces de thym  sont réparties entre l’Europe, 

l’Asie de l’ouest et la Méditerranée. C’est une plante très répandue dans le nord-ouest 

africain (Maroc, Tunisie, Algérie et Libye). Elle pousse également sur les montagnes 

d’Ethiopie et d’Arabie du sud-ouest en passant par la péninsule du Sinaï en Egypte. On 

peut le trouver également en Sibérie et même en Himalaya (Morales, 2002). 

 Environ 120 espèces  du genre Thymus se concentrent dans le bassin méditerranéen. C’est 

pour cela que l’on peut considérer la région méditerranéenne comme étant le centre de ce 

genre (Stahal-biskup et Saez, 2003) (Fig.20). 
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Thymus ciliatus 

Figure20: Aire de distribution géographique des espèces du genre 

Thymus (Morales, 2002) 

 

· En Algérie 

 L’Algérie est connue par sa richesse en plantes médicinales en regard de sa superficie et  

de sa diversité bioclimatique. Le thym de la famille des Lamiaceae ou Labiateae, 

comprend plusieurs espèces botaniques réparties sur tout le littoral et même dans les 

régions internes jusqu’aux zones arides. Il est représenté en Algérie par de nombreuses 

espèces qui ne se prêtent pas aisément à la détermination en raison de leur variabilité et 

leur tendance à s’hybrider facilement. 

En Algérie, il est représenté par 12 espèces, dont 9 sont endémiques. Citant ainsi quelques 

espèces connus en Algérie : T. vulgaris, T. serpyllum, T. algériensis, T. fontanésii, T. 

ciliatus,  T. hirtus, T. pallescens, T. dreatensis (Quezel et Santa, 1963). 

 

3.2.1.2. Utilisation traditionnel du Thym

Le thym est une des plantes les plus utilisées en phytothérapie ; depuis les temps les plus 

reculés, le thym est apprécié pour ses nombreuses vertus médicinales. Autrefois utilisé 

contre le hoquet et les morsures de serpent, on lui a découvert au fil des siècles une longue 

liste de propriétés. Stimulant général, physique et psychique (Maison, 2012). Il est 

considéré comme l’un des remèdes populaires les plus utiles et efficaces dans le traitement  

de pathologies respiratoires : la toux, la coqueluche, l’angine, le rhume, la grippe, et 

l’asthme humide. Il est utilisé comme antalgique : contre les maux de tête, la névralgie 

sciatique. Il est recommandé aussi pour l’expulsion des gaz intestinaux, il est indiqué aussi 

comme stomachique, et antispasmodique. En, médecine populaire il est utilisé dans les cas  

d’hypertension et de vertige. En suage externe, c’est un désinfectant et un cicatrisant des 

plaies (Saoud, 2010 ; Fleurentin, 2008 ; Beloued, 2005). 

 

 
N 
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3.2.1.3 Composition et activités biologiques  

De part son grand intérêt économique et sa répartition géographique étendue, un grand 

nombre d’espèces du genre thymus a fait l’objet d’investigation phytochimique. En 

particulier, des huiles essentielles. Ces huiles essentielles sont très riches en thymol, 

carvacrol, p-cymene, 1,8 –cineol, linalol. Dont les teneurs varient selon : l’espèce, les 

conditions climatiques, la méthode d’extraction, la localisation géographique,  d’où la 

notion de chémotype. On indique le nom de chémotype en fonction du constituant 

principal. Par exemple pour Thymus vulgaris, au minimum sept  chémotypes ont  été décrit 

en France (thymol, carvacrol, géraniol, linalol, para-cymène, α-terpinéol et trans-4-

thuyanol accompagné de terpinéol-4) (Kaloustrian, 2012). L’huile essentielle de thym est 

listé dans plusieurs pharmacopée : européenne, Allemande, United kinglom (Nezhadali et 

al., 2014). Nous rapportons dans le tableau 6 les composants majoritaires des huiles 

essentielles de quelques espèces de Thym d’Algérie. 

 

Tableau 6 : Composants majoritaires des huiles essentielles des espèces de Thym 

d’Algérie 

Espèces  Composés Référence  

T. pallescens de Noé Cavacrol 63,3-68,2) 

Thymol  (6,6-7,5) 

(Benchaban et al., 2015) 

T. algeriensis 

Boiss.et Reut. 

α-pinène (25,52-27,14) 

comphor (8,45-8,77) 

(Giordani et al., 2008) 

T. dreatensis Thymol (20,2%) 

Linalool(30,4%) 

(Hazzit et al., 2009) 

T. fontanesii 

Boiss.et Reut. 

Cavacrol 66,7-69,5%) 

Thymol  (0,5-0,7%) 

(Bekhechi  et al., 2007) 

T. numidicus 

Poiret. 

Cavacrol (49,7-77,5%) 

Thymol  (0,17-2,7%) 

(Kouch et al., 2014) 

T. vulgaris  Cavacrol (25,57%) 

p-cymen (26,39%) 

(Giordani et al., 2008) 

T. munbyanus 

Boiss.Reut. 

Thymol (52,0%) 

p-cymen (08,5%) 

(Chikhoune et al., 2015) 
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De nombreuses études ont confirmé in vitro  l’effet antibactérien, antioxydant et 

antifongique des extraits de thym (Nezhadali et al., 2014 ; Kouch et al., 2014 ; Giweli et 

al., 2013 ; Cheurfa et al., 2013 ; Amarti et al., 2011 ; Giordani et al., 

2008 ;  Bounatirou et al., 2007 ;  Bekhechi et al., 2007). 

 

Des études pharmacologiques montrent que les extraits hydroalcooliques ont des effets 

antispasmodiques, anti-inflammatoires (Fleurentin, 2008), dus surtout aux flavonoïdes. 

En effet, les espèces qui appartiennent à la famille des Lamiaceae  sont une importante 

source  de  flavonoïdes. En effet, de nombreux flavonoïdes sont décrits dans de multiples 

espèces de ce genre (Bruneton, 1999). Majoritairement l’identification des extraits de 

thym a montré  que l’acide rosmarinique et  la luteoline7-O-glucoside sont les plus 

répandues  (Roby et al., 2013), d’autres sont : acide caféique , acide quinique, acide 

cinnamique, acide férulique, apigénine, naringénine, eriodictyol,  et quercétine (Roby et 

al., 2013 ; Pereira et al., 2013 ; Kruma  et al., 2008), apigénine, apigénine 7-O-b-

glucuropyranoside, circimaritine, lutéoline, lutéolin 7-O-b-glucopyranoside, cirsilineole 

(Benayache et al., 2014), apigénine , eriodictyol , naringénine, cirsilineol , 8-methoxy-

cirsilineol  (Georgiou et al., 2015). 

 

3.2.2. Description botanique  de T. ciliatus 

Arabe: Zaitra , kheita, Djertile 

Tamazight: Azoukenni, Tazoukrn 

Thymus ciliatus (Desf) Benth. est  une plante 

aromatique endémique d’Algérie et du  

Maroc. 

Elle se trouve à l’état spontané sous forme 

d’un arbrisseau de petite taille très ramifié, 

pouvant former des touffes bien étalées sur le 

sol, et pouvant atteindre 40 centimètres de  

Hauteur. Les feuilles sont  opposées, sans stipules, courtement pétiolées, oblongues, 

glabres, mais généralement ciliées à la base. Les nervures sont à peine visibles et le bord 

du limbe est fortement enroulé. La tige est très ramifiée et ligneuse en sa partie inférieure. 

Elle est constituée de petites feuilles florales plus ou moins tachées de pourpre au moins à 

la base  (Benabid A. 2000 ; Quezel et Santa, 1963).    

 

 

Figure 21 : Thymus ciliatus ssp. coloratus 
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Elle est localisée  dans le Nord de l'Algérie. Rencontrée dans les broussailles, matorrals, 

sur substrats calcaires et siliceux et sur sols rocailleux et bien drainés. Quezel et Santa, 

(1963) décrivent trois sous-espèces qui appartiennent à Thymus ciliatus: 

Ssp. eu- ciliatus (Maire): Fleurs très grandes rouges ou violacées dépassant 1cm de long. 

Ssp. coloratus (Boiss et Reut) Batt:  Feuilles florales  plus ou moins tachées de pourpre au 

moins à la base (Fig.21). 

Ssp. Munbyanus (Boiss et Reut) Batt.: feuilles florales vertes 

 

3.2.3. Place de T. ciliatus dans  la systématique  

La position systématique du taxon selon  différentes approches morphologiques et 

phylogéniques  est décrite dans le tableau ci-dessous (Tab.7). 

 

                             Tableau 7 : Place de T. ciliatus dans la systématique  

 (Quezel et Santa, 1963) APGIII (Dobignard  et  Chatelain  

2012) 

Règne  Plantae Plantae 

 Sous règne   Angiospermes  Tracheobionta 

Classe   Dicotylédones  Eudicots  

Ordre  Lamiales Lamiales 

Famille   Lamiacées Lamiaceae 

Genre  Thymus Thymus 

Espèce    ciliatus munbyanus 

Sous espèces  coloratus (Boiss et 

Reut.)Batt. 

 coloratus (Boiss et Reut.) Greuter et 

Burdet 
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3.2.4. Données pharmacologiques et phytochimiques de T. ciliatus   

La caractérisation des huiles essentielles de la partie aérienne de T. ciliatus  a fait objet de 

plusieurs études (Amrouni et al., 2014 ; Ghorab et al., 2013 ; Giordani et al., 2008 ; 

Bousmaha et al., 2007). L’analyse par CG/SM de ces huiles révèle une prédominance de 

composés phénoliques (thymol ou carvacrol).  Ces huiles ont montré une activité 

antibactérienne (Amrouni et al., 2014 ; Ghorab et al., 2013 ; Bousmaha et al., 2007) 

antifongique (Giordani et al., 2008) ; antioxydante (Ghorab al., 2013 ; Amarti al., 

2013b). 

Aucune étude de nature chimique  n’a été trouvée sur cette espèce,  mis à part  sur les 

huiles essentielles. Cependant une  investigation quantitative des extraits de cette plante et 

leur activité antioxydante, a révélé que la fraction acétate d’éthyle de la partie aérienne à 

une activité antioxydante remarquable (Kholkhal et al., 2013) et une autre étude rapportée 

par Gaamoune  et al. (2015). où Ils sont démontrés l’activité antioxydante  et antifongique 

de l’extrait  des flavonoïdes. 

 

3.2.5. Utilisation en phytothérapie de T. ciliatus   

 Elle est utilisée par la population locale dans les préparations culinaires et en médicine 

traditionnelle comme plusieurs espèces de thym. On  l’utilise en cas de ballonnement 

abdominaux et aussi contre les affections de l’appareil respiratoire : bronchites, angines. Et 

il agirait même comme antivirale (grippe). 

 Ces propriétés biologiques et pharmaceutiques du thym sont en grand partie dues à la 

présence de substances actives telles que les flavonoïdes et les terpénoïdes qui représentent 

les plus grandes classes des produits naturels synthétisés par la plante (Chermat et 

Gharzouli, 2015 ; Beloued, 2005 ; Bellakhdar, 1997). 
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1. Matériel végétal  

1.1. Récolte des plantes 

Les plantes étudiées ont été choisies essentiellement pour leurs usages thérapeutiques, qui 

sont largement répandus. Ces plantes ont été récoltées dans trois stations différentes du 

nord est algérien.  Les paramètres géographiques et bioclimatiques des stations d’études 

sont représentés dans le tableau 8 et la  Figure 22. 

 L’identification botanique des espèces a été  réalisée au niveau  de notre Laboratoire de 

Biologie Végétale et Environnement  à l’Université Badji Mokhtar –Annaba. 

 

             Tableau 8 : Paramètres géographiques et bioclimatiques des stations d’études 

Plantes  Stations  Parties  

étudiées 

Longitude Latitude Altitude 

(m) 

Etage 

bioclimatiq

ue 

T. ciliatus 

 ssp.coloratus 

Ain barbar 

(Annaba) 

Partie  

aérienne 

7º30’49,1 

E 

37º00259� 

N 

324 Subhumide 

Pinus halepensis 

Mill. 

Lac melah 

 (Eltaref) 

 

Feuilles 

8º18’37� 

 E 

36º54’35� 

N 

- humide  

Zarouria 

(Souk Ahras) 

7º59’ 

E 

36º14’46� 

N 

680 Semi- aride  

N :Nord ; E :Est 

        

La partie aérienne de T. ciliatus  a été récoltée tôt le matin durant l’année 2013, séchée  à 

l’aire libre  et à l’ombre, dont une partie est utilisée directement pour l’extraction des 

huiles essentielles, et l’autre  partie  est soumise à un broyage  afin d’obtenir une poudre. 

La drogue obtenue est conservée dans des flacons en verre ambré en vue des extractions.  

Les feuilles (aiguilles) de Pinus halepensis  cueillies sont celles portées par les rameaux 

inferieurs des différents arbres en  floraison. Les aiguilles ont été séchées dans un endroit 

sec, aéré et à l’abri de la lumière. 
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Figure 22 : Situation géographique des zones d’études (Google Earth, 2016) 
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2. Méthodes 

2.1. Extraction des huiles essentielles  

2.1.1.  Hydrodistillation  

L’extraction de l’huile essentielle est effectuée par entrainement à la vapeur d’eau à l’aide 

d’un appareil de type Clevenger, qui consiste à immerger directement le matériel végétal à 

traiter dans  l’eau, qui est ensuite portée à ébullition. Les vapeurs hétérogènes sont 

condensées sur une surface froide et l’huile essentielle se sépare par différence de densité 

(Garnero, 1996 ; Hmamouchi et al., 2001). 

Un ballon dans lequel on introduit 100 g de partie de plante sèche et l’eau distillée ; Le 

ballon est adapté à l’appareil de condensation. De l’eau est versée par le tube de 

remplissage (N) jusqu’à l’effleurement en (B), ceci permet de monter un circuit fermé, 

pour garder un niveau constant d’eau dans le ballon. Le chauffage du ballon débute  et au 

moment de l’ébullition,  nous débutons l’entrainement à la vapeur d’eau qui dure 3heures. 

Les vapeurs vont se condenser à l’aide d’un réfrigérant à eau, formant deux phases 

liquides ; Une phase organique supérieure (Huile Essentielle) et une phase aqueuse 

inférieure, dite eau aromatique. A l’aide du robinet, l’Huile Essentielle est amenée au 

niveau du tube gradué juste au niveau J, pour la mesure du volume de l’Huile Essentielle 

distillée (Fig.23) (Pharmacopée Belge, 1982).  L’extrait obtenu est passé à travers du 

sulfate de sodium anhydre afin d’éliminer les traces d’eau. L’huile essentielle est stockée à 

4°C dans des flacons en verre ambré, pour une analyse chimique ultérieure (Loizzo et al., 

2007). Le rendement en huile essentielle est exprimé par le rapport entre la masse de 

l’huile essentielle obtenue et la masse de la matière végétale utilisée (Benyoucef et al., 

2005 ) 

 Figure 23 : (a)Appareil d’hydrodistillation.  (b) : Appareil pour la détermination des Huiles 

Essentielles type Clevenger (Bruneton, 1999). 
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2.1.2. Détermination de la composition chimique  

La composition chimique des huile essentielles  de Thymus ciliatus a été déterminée à 

l’aide d’un chromatographe en phase gazeuse couplé à un spectromètre de masse (CG/SM) 

de type Chromatographe : HP (Agilent technologies) 6800 plus Spectromètre de masse : 

HP (Agilent technologies)  MSD 5973. Les analyses ont été réalisées en mode ionisation 

par impact électronique(EI) avec une énergie d'ionisation de 70 eV en utilisant l'acquisition 

en mode SCAN. La colonne utilisée est de Type : hp-5MS  de 25 m x 0,25 mm x 0,25 µm. 

Les injections ont été faites en mode splitless. L'hélium a été employé comme gaz vecteur 

à un débit de 1ml/min. La température de la colonne est de 60 à 220°C à raison de 3°C 

/min en mode splitless. Les températures de l’injecteur et de la ligne de transfert sont de 

250 et 220°C. La température du four a été programmée comme suit : la température 

initiale de la colonne est de 60°C maintenue en isotherme pendant 10min puis augmentée à 

raison de 2°C/min pour atteindre 250°C. Le volume injecté de l’huile essentielle diluée à 

10% dans l’hexane est de 0,1 �L. Les composés de cette huile correspondants aux pics 

majeurs de chaque chromatogramme ont été identifiés, d'une part, par comparaison de leurs 

temps de rétention (Tr) avec ceux d’une série témoins d’alcanes linéaires (C9-C28), et 

d’autre part, par comparaison de leurs spectres de masses avec ceux des composés 

chimiques répertoriés dans une banque de données WILEY. 

Cette analyse a été effectuée au laboratoire d’analyses physico-chimiques du Centre de 

Recherche CRAPC à Alger, pour les HEs de T. ciliatus 

 

La composition chimique des huiles essentielles Pinus halepensis a été déterminée à l’aide 

d’un chromatographe en phase gazeuse couplé à un spectromètre de masse (CG/SM) de 

type Shimadzu QP2010.  La colonne utilisée est une OV 17 de 25 m x 0,25 mm x 0,25 µm. 

et dans la même conditions  décrites ci-dessus ; Les composés de l’huile essentielle 

correspondants aux pics majeurs  de chaque  chromatogramme  ont été identifiés, d'une 

part, par comparaison de leurs temps de rétention  (Tr)  avec ceux d’une série témoins 

d’alcanes linéaires (C9-C28), et d’autre part, par comparaison de leurs spectres de masses 

avec ceux des composés chimiques répertoriés dans une banque de données 

Nist27(Adams, 2001 ; Xianfie et al., 2007). 

Cette analyse a été effectuée au laboratoire de biocatalyse, Université Badji Mokhtar 

Annaba, pour les HEs de P. halepensis Mill. 
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2.1.3. Indices physicochimiques des huiles essentielles : (AFNOR, 2000).  

2.1.3.1. Caractéristiques organoleptiques : 

Afin de caractériser les HE de T. ciliatus, il est indispensable d’étudier leurs caractères 

organoleptiques, principalement leur aspect, leur couleur et leur odeur. Il s’agit d’utiliser 

les différents organes des sens humains, notamment les yeux pour l’aspect et la couleur, 

ainsi que le nez pour l’odeur. L’appréciation de l’odeur se fait d’heure en heure, puis à 

intervalles de temps de plus en plus longs.  Quant à la couleur, le test s’effectue 3 fois et 

avec un intervalle de temps d’au moins une heure afin d’assurer la fiabilité des résultats. 

L’aspect est déterminé macroscopiquement. 

 

2.1.3.2. Indices chimiques  

� Indice d’acide :  

 L’indice d’acide est le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium nécessaires à 

la neutralisation des acides libres contenus dans un gramme d’huile essentielle.  Dans un 

ballon ou une fiole introduire la prise d’essai (2g ± 0.05), puis ajouter 5 ml d’éthanol à 

95% et 5 gouttes de solution de phénolphtaléine (0,2%). L’échantillon est ensuite titré avec 

une solution éthanolique d’hydroxyde de potassium (0,1N), jusqu’à obtention d’une 

couleur rose. On peut réserver éventuellement le ballon et son contenu pour la 

détermination de l’indice d’ester.  L’indice est donc donné par la formule suivante: 5,61 V/ 

m  

Où : V : est le volume, en millilitres, de la solution d’hydroxyde de potassium utilisée  

        m : est la masse, en grammes, de la prise d’essai. 

 

� Indice d’ester :  

L’indice d’ester est le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium nécessaire à la 

neutralisation des acides libérés par l’hydrolyse des esters présents dans 1g d’huile 

essentielle. Elle consiste en hydrolyse des esters par chauffage, en présence d’une solution 

éthanolique, titrée d’hydroxyde de potassium, et dosage en retour de l’excès d’alcali par 

une solution titrée d’acide chlorohydrique.    

 Dans le ballon, contenant la solution qui provient de l’indice d’acide, ajouter 25 ml d’une 

solution d’hydroxyde de potassium à 0,5 N. Le ballon est adapté au réfrigérant, puis porté à 

ébullition pendant une heure. Après refroidissement de la solution, 20 ml d’eau distillée et  

5 gouttes de phénolphtaléine à 0,2%  sont ajoutées.  
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Titrer l’excès d’hydroxyde de potassium avec la solution d’acide chlorhydrique (0,5N), 

jusqu’à la disparition de la couleur rose. Parallèlement, effectuer un essai à blanc dans les 

mêmes conditions.  L’indice est calculé par la formule suivante : 28,05/ m (V0 -V1) Où : 

 V0 : est le volume, en millilitres, de la solution d’acide chlorhydrique utilisé pour l’essai à 

blanc 

 V1 : est le volume, en millilitres, de la solution d’acide chlorhydrique utilisé pour la 

détermination de l’indice d’ester  

 m : est la masse, en grammes, de la prise d’essai. 

 

2.1.3.3. Indices physiques  

� Miscibilité à l’éthanol :  

Une huile essentielle est dite miscible à V volumes ou plus d’éthanol de titre alcoométrique 

déterminé, à la température de 20°C, lorsque le mélange de un volume de l’huile 

essentielle considérée avec V volumes de cet éthanol est limpide et le reste après addition 

progressive d’éthanol de même titre, jusqu’à un total de 20 volumes. 

  

� Densité relative à 20 °C :  

 La densité relative à 20 °C d’une huile essentielle est le rapport entre la masse d’un certain 

volume d’huile et  la masse d’un égal volume d’eau distillée.   

La densité est ainsi donnée par la formule : m2 – m0 / m1 – m0  

 m0 : est la masse, en grammes, du pycnomètre vide. 

 m1 : est la masse, en grammes, du pycnomètre rempli d’eau distillée.  

 m2 : est la masse, en grammes, du pycnomètre rempli d’huile essentielle. 

  

� Indice de réfraction :  

L’indice de réfraction d’une huile essentielle est le rapport entre le sinus de l’angle 

d’incidence et le sinus de l’angle de réfraction d’un rayon lumineux de longueur d’onde 

déterminée, passant de l’air dans l’huile essentielle maintenue à une température constante. 

- Utiliser un réfractomètre permettant la lecture directe d’indice de réfraction située entre 

1,300 et 1,700, l’appareil est ajusté de manière à donner, à la température de 20 °C, une 

valeur de 1,333 pour l’eau distillée. 
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2.2. Détermination de la teneur en eau de T. ciliatus 

La méthode utilisée est la dessiccation par évaporation. On procède à la dessiccation du 

matériel végétal (T. ciliatus) à la température de 103°C ± 2°C dans une étuve jusqu'à poids 

constant La teneur en eau est définie comme étant la perte de poids subit lors de la 

dessiccation (Audigié et al., 1978). La teneur en eau est calculée par la formule suivante : 

 

H% : Teneur en eau.  

M1 : Poids de la capsule + échantillon avant dessiccation.  

M2 : Poids de la capsule + échantillon après dessiccation.  

PE : La prise d’essai.  

 

Nous avons déterminé la moyenne des pourcentages d’eau de 3 essais dans les mêmes 

conditions. La matière sèche (MS) est obtenue comme suit : 

 

2.3. Détermination de la teneur en cendres totales  de T. ciliatus 

Elle Consiste au passage au four du matériel végétal (T. ciliatus) à une température de 

550°C, jusqu'à destruction totale de toute  particule charbonneuse (Multon, 1991). La 

teneur en matière organique est calculée par la formule suivante :  

 

MO% : Matière organique.  

M1 : Poids de la capsule et de l’échantillon avant calcination.  

M2 : Poids de la capsule et de l’échantillon après calcination.  

PE : Prise d’essai. 
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La teneur en cendre est calculée comme suit :  

 

Nous avons réalisé 3 essais de la même manière afin de déterminer un pourcentage moyen.  

 

2.4. Screening phytochimique de T. ciliatus: 

Les essais chimiques de caractérisation ont porté sur la recherche des principaux groupes 

chimiques dans des différentes solutions préparées à base de la poudre de T. ciliatus. Ces 

essais permettent d’avoir  des informations préliminaires  sur la composition chimique, ces 

caractérisations  ont été faites en utilisant principalement les réactions en tube, les résultats 

sont classés en :  

•  Réaction positive  +     

•  Réaction  négative  - 

 

2.4.1. Recherche des Saponosides  

Leur présence est déterminée  quantitativement par le calcul de l’indice de mousse, degré 

de dilution d’un décocté aqueux donnant une mousse persistante  dans des conditions 

déterminées.  Deux grammes de matériel végétal sec broyé sont utilisés pour préparer une 

décoction avec 100 ml d’eau. On porte à ébullition pendent 30 min. Après  refroidissement 

et filtration, on réajuste le volume à 100 ml. A partir de cette solution mère, on prépare 10 

tubes à essais (1,3cm de diamètre interne) dans les quels on dépose un volume croissant de 

1, 2,…, 10 ml. Le volume final de chaque tube à essai étant ajusté à 10 ml avec l’eau 

distillée, chacun des tubes est agité avec énergie en position horizontale pendant 15 

secondes. Après un repos de 15 min en position verticale, on relève la hauteur de la mousse 

persistante en cm. Si elle est proche de 1cm dans le x
e
 tube, alors l’indice de la mousse est 

calculé par la formule suivante :  

 

 

 

 

La présence de saponosides  dans la plante est confirmée avec un indice (I) est supérieur à 

100 (Dohou et al., 2003). 

 

I=         Hauteur de mousse (cm) dans le 10
ème

 tube x 5 

0,0 X 
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2.4.2. Recherche des anthocyanes  

 La présence des anthocyanes est mise en évidence en ajoutant à 2ml d’infusé aqueux, 

quelques gouttes d’HCl pur. L’apparition d’une coloration rose-rouge qui vire au bleu-

violacé par addition d’ammoniac indique la présence d’anthocyanes (Solfo, 1973). 

 

2.4.3. Recherche des leuco-anthocyanes  

 Prendre 5ml  d’infusé aqueux,  mélanger avec 4ml d’alcool chlorhydrique (éthanol /HCl 

pur ; 3v/v). Après un chauffage au bain marie à 50°C pendant quelques minutes, 

l’apparition d’une couleur rouge cerise indique la présence des leuco-anthocyanes (Solfo, 

1973). 

 

2.4.4. Recherche des tanins  

 Un volume de 1ml d’une solution de Chlorure ferrique (FeCl3) à 1%  est additionné à 5ml 

d’extrait aqueux. 

� La couleur vire au brun noir en présence de tanins galliques (tanins hydrolysables). 

� La couleur vire au bleu verdâtre en présence de tanins catéchiques (tanins 

condenses) (Diallo et al., 2004). 

prendre  30ml de la solution et ajouter 15ml de réactif de Stiasny : Formol à 30% + HCl 

concentré (3:1v/v). Après chauffage de 30mn au bain-marie, l’observation d’un précipité 

orange indique la présence des tanins catéchiques (Solfo, 1973). 

 

2.4.5. Recherche des alcaloïdes  

Une masse de 2g de poudre  est macérée avec 40 ml de HCl 1%, pendant 24h. Après 

filtration,  1ml de filtrat est reparti dans deux tubes. Puis additionner dans le premier tube 

quelques gouttes de réactif de Mayer et dans le second du réactif de Dragendorff. 

La présence des alcaloïdes est mise en évidence par la formation d’un précipité : 

• Blanc jaunâtre avec le réactif de Mayer. 

• Orange avec le réactif de Dragendorff (Tiwari et al., 2011). 

 

2.4.6. Recherche des flavonoïdes  

Cinq grammes de poudre sont macérés dans 75ml d’HCl à 1% pendant 24 heures, après 

avoir filtré le mélange,  10ml du filtrat sont placés dans un tube, puis rendu basique par 

l’ajout du NH4OH. L’apparition d’une couleur jaune claire après 3heures dans la partie 

supérieure du tube indique la présence des flavonoïdes. 
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2.4.7. Recherche des cardinolides  

La recherche des cardinolides débute par une macération  de 02g de drogue pulvérisée dans 

40 ml d’eau distillée. Après filtration,  prélever 5ml du filtrat  et ajouter un mélange  de 5 

ml de CHCl3 et de C2H5OH, évaporer la phase organique et dissoudre le précipité dans 1,5 

ml de CH3COOH  et finalement ajouter quelques gouttes de FeCl3 suivi de 0,5 ml de 

H2SO4 concentré sur les parois du tube. L’apparition d’une couleur verte bleue dans la 

phase acide indique la présence des cardinolides. 

 

2.4.8. Recherche des terpènes et stéroïdes  

Cinq grammes de poudre sont macérés dans 20ml d’éther de pétrole, après avoir filtré et 

évaporé la phase organique dans un bain de sable à 90°C, le résidu est dissout dans 5ml 

d’acide acétique en ajoutant 1ml d’H2SO4 concentré dans la zone de contact. Entre les 

deux liquides, il se forme un cercle marron ou violet, ensuite il vire vers le gris. Ce 

changement du cercle indique la présence des terpènes et stéroïdes.  

 

2.4.9 Recherche des anthraquinones  

Prendre 1g de poudre  est l’ajouter à 10ml de KOH (0,5N) et 1ml de H2O2 (5%). On laisse 

le mélange bouillir quelques minutes. Après refroidissement et filtration, on acidifie le 

filtrat avec l’acide acétique puis, on extrait la solution  acide avec 10 ml de benzène, 

additionner 5 ml de NH4OH. L’apparition d’une couleur rouge dans la phase acide indique 

la présence des anthraquinones (Bruneton, 1999). 

 

2.4.10. Recherche des composés réducteurs 

La réaction de détection des composés réducteurs consiste à traiter 2 ml d’extrait obtenu 

par macération (1 g de drogue pulvérisée dans 30 ml d’eau distillée) avec 2ml de liqueur de 

Fehling (1ml Fehling A + 1ml Fehling B), puis chauffer. Un test positif est révélé par la 

formation d’un précipité rouge brique (Diallo et al., 2004). 

 

2.4.11. Recherche  des coumarines  

Cinq grammes de poudre sont macérés dans20 ml  d’ether diéthylique , après avoir filtré et 

évaporé  à sec. Le résidu ainsi obtenu est repris dans 2 ml d’eau chaude, un volume de 

cette phase aqueuse est additionné avec 0,5 ml d’une solution d’ammoniaque NH4OH à 

10% et un autre volume est gardé comme un témoin. L’apparition de fluorescence après 

observation sous  lampe UV indique la présence de coumarines (Bruneton, 1999). 
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2.5. Préparation des extraits (Thymus ciliatus ) 

2.5.1. Extraction par macération 

2.5.1.1. Préparations des extraits bruts 

La macération est une opération qui consiste à laisser la poudre du matériel végétal en 

contact prolongé avec un solvant pour en extraire les principes actifs. C’est une extraction 

qui se fait à température ambiante. L’extraction a été réalisée par la méthode classique 

décrite par Atanasova et al. (2009). Une prise d’essai de 0,25 g de la poudre de Thymus 

ciliatus a été mise à macérer dans 25ml d’un mélange méthanol/eau à 80/20 (v/v), pendant 

24heures sous agitation. L’extrait filtré est évaporé à sec sous pression réduite à une 

température 45°C à l’aide d’un évaporateur rotatif, puis conservé à 4°C . 

 

2.5.1.2.  Préparations des extraits avec des solvants à polarité croissante 

 L’extraction a été effectuée par épuisement successif de la poudre de Thymus ciliatus  par 

macération au solvant à polarité croissante Hexane (Hex), Dichlorométhane (DCM), 

Méthanol (MeOH), eau (Aq AS), selon la méthode décrite par (Diallo et al., 2004). 50g de 

poudre ont été macérés dans un erlenmeyer avec 500 ml d’Hexane. Le mélange est placé 

sous agitation magnétique pendant 3X 24h à une température ambiante (avec 

renouvellement 500 ml de solvant chaque 24h). Après filtration, le marc à été séché, puis 

ensuite extrait avec 3X 500 ml de Dichlorométhane pendant 3X 24h. Le marc de 

l’extraction précédente a été séché et repris avec 3X 500ml de Méthanol et placé sous 

agitation magnétique pendant 3X 24h. Apres passage de  chaque solvant (Fig.24). Chaque 

extrait est concentré à l’aide d’un évaporateur rotative de marque Buchi à la température 

35°C, l’extrait aqueux est lyophilisé.  

 

2.5.1.3. Préparations des extraits aqueux : 

Nous avons réalisé une macération de 5 g de poudre de T. ciliatus dans 50ml d’eau distillée 

sous agitation durant 24heures. Après filtration, le filtrat a été lyophilisé 
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Figure 24 : Schéma du Protocole d’extraction de  T. ciliatus 

Marcs 
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2.5.2. Extraction au Soxhlet 

2.5.2.1. Préparations des extraits avec des solvants à polarité croissante 

 L’extracteur  Soxhlet permet le traitement de solides (matériel végétal) avec des solvants 

en phase liquide ou partiellement vaporisés. Le corps de l’extracteur, contient une 

cartouche remplie de matériel végétal. Cette cartouche est fixée sur un réservoir de solvant 

(ballon)  est surmonté d’un réfrigérant. Les vapeurs de solvant se condensent dans le 

réfrigérant et retombent dans le corps de l'extracteur, faisant ainsi macérer le matériel 

végétal dans le solvant. Le solvant condensé s'accumule dans l'extracteur jusqu'à atteindre 

le sommet du tube-siphon, qui provoque alors le retour du liquide dans le ballon. La 

solution collectée dans le ballon s’enrichit de plus en plus en soluté à chaque cycle 

d'extraction et le matériel végétal est toujours en contact avec du solvant fraîchement 

distillé (Houghton et Raman, 1998).  

L’extraction par épuisement de la partie aérienne de T. ciliatus (17g) récoltée en période de 

floraison  par l’extracteur Soxhlet pendant 3X 6 heures avec 250ml de solvant à polarité 

croissante : Hex, DCM, MeOH, AqAS. Après le passage de chaque solvant, les extraits 

obtenus ont été  concentrés à l’aide d’un évaporateur rotatif à  température 45°C. 

 

2.5.3.  Détermination du rendement : 

On a déterminé le rendement (R) de la plante (T. ciliatus) en extraits secs par  la formule 

suivante : 

 

 

 

 

 

 

R% : Rendement. 

P1 : Poids de ballon + échantillon après évaporation. 

P2 : Poids de ballon vide. 

PE : Prise d’essai. 

 

 

 

 

 

R%   = P1- P2    X 100 

PE 
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2.6. Analyse quantitative des extraits  

2.6.1. Dosage des  polyphénols totaux 

Les composés phénoliques  sont des métabolites secondaires caractérisés par la présence 

d’un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou engagés avec un 

glucide. Le dosage de polyphénols par le réactif de Folin-Ciocalteu à été décrit dés1965 

par Singleton et Rossi . 

Ce réactif est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12O40) et l’acide 

phosphomolybdique (H3PMo12O40). Il est réduit, lors de l’oxydation des phénols en un 

mélange d’oxydes bleus de tungstène et de molybdène. La coloration produite, dont 

l’absorption maximum  est comprise entre 720 et 750nm  est proportionnelle à la quantité 

de poly phénols présents dans les extraits végétaux  

Un volume de 1ml d’extrait  convenablement dilué est introduit dans une fiole jaugée de 

25ml contenant  9ml d’eau distillée,  un ml du réactif de Folin-Ciocalteu  a été ajouté au 

mélange. Après 5mn, 10ml  d’une solution  de  carbonate de sodium à 7,5% ont été  

additionnés  au mélange. Après,  le volume est ajusté jusqu’ à 25ml. Les  fioles sont agitées 

et conservées à l’obscurité durant 90 minutes à la température ambiante. L’absorbance est 

mesurée à750nm par un spectrophotomètre Jenway 6504 (Kim et al., 2003). 

Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallèle dans les mêmes conditions opératoires en 

utilisant l’acide gallique comme contrôle positif. 

Les teneurs en polyphénols totaux sont exprimées en milligramme (mg) d’équivalent 

d’acide gallique(EAG) par 100 gramme de la matière végétale sèche. 

 

2.6.2. Dosage des flavonoïdes 

La quantification des flavonoïdes a été effectuée par une méthode colorimétrique décrite 

par Zhishen et al. (1999) avec le trichlorure d’aluminium et la soude. Le trichlorure 

d’aluminium forme un complexe jaune avec les flavonoïdes et la soude forme un complexe 

de couleur rose qui absorbe dans le visible à 510nm. 

500 µl de l’extrait convenablement dilué sont mélangés avec 1500 µl d’eau distillée, suivie 

de 150 µl de nitrite de sodium (NaNO2) à 5%. Après 5min, 150 µL de trichlorure 

d’aluminium (AlCl3) à 10% sont rajoutés au mélange.  Après 6min, d’incubation à la 

température ambiante, 1000 µL d’hydroxyde de sodium (NaOH) à 1M sont additionnés. Le 

volume est ajusté à 5ml avec l’eau distillée. La mesure de l’absorbance à 510  nm. 
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Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallèle dans les mêmes conditions opératoires, 

en utilisant de la quercétine comme contrôle positif. La teneur en flavonoïdes totaux des 

extraits est exprimée en milligramme d’equivalent de la quercétine (EQ) par 100g  de la 

matière végétale sèche.  

 

2.7. Activités biologiques  

2.7.1. Activité antibactérienne 

Le test de l’activité antibactérienne des huiles essentielles  de T. ciliatus a été effectué sur 

un total de 12 souches (Tab.9). Ce test a été réalisé au niveau du laboratoire de 

microbiologie appliqué de la faculté des sciences, Université  d’Annaba. Cependant, les 

souches bactériennes cliniques isolées ont été choisies pour leur résistance aux 

antibiotiques, elles ont été fournies  par le laboratoire de bactériologie du Centre 

Hospitalier Universitaire (CHU) d’Ibn Rochd  d’Annaba. La liste des souches utilisées 

pour l’étude de l’activité antibactérienne des huiles essentielles de T. ciliatus est consignée 

dans le tableau 9. 

 

 

Tableau 9 : Liste des souches utilisées pour l’étude de l’activité antibactérienne 

des huiles essentielles de T. ciliatus 

 

 

Bactéries à Gram(-) 

Klebsiella oxytoca 

Citrobacter freundii 

Proteus mirabilis 

Escherichia coli ATTC25922 

Pseudomonas aeruginosa 

ATTC27853 

Klebsiella  pneumoniae 

ATTC700603 

 

 

Bactéries à Gram(+) 

Staphylococcus aureus (1) 

Staphylococcus aureus (2) 

Staphylococcus aureus(3) 

Staphylococcus aureus(4) 

Staphylococcus aureus(5) 

Staphylococcus aureus 

ATTC25923 
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Des extraits de T. ciliatus obtenus par macération. Les solutions des extraits sont préparées 

dans le Dimethyl sulfoxide (DMSO). Les dilutions sont préparées de façon à obtenir une 

concentration de50 mg/ml. L’activité antibactérienne des extraits a été effectuée sur un 

total de 5 souches : Staphylococcus aureus ATTC25923, Klebsiella  pneumoniae 

ATTC700603, Pseudomonas aeruginosa ATTC27853, Escherichia coli ATTC25922 et 

Klebsiella oxytoca 

 

Le test de l’activité antibactérienne des huiles essentielles de Pinus halepensis Mill. a été 

effectué sur un total de 3 souches. Ce test a été réalisé au niveau du Laboratoire de 

Microbiologie Médicale de la faculté de Médecine de Annaba (Tab.10).  

 

Tableau10 : Liste des souches utilisées pour l’étude de l’activité antibactérienne 

des huiles essentielles de Pinus halepensis Mill. 

Bactéries à Gram(-) Escherichia coli  

Pseudomonas aeruginosa  

Bactéries à Gram(+) Staphylococcus aureus 

 

 

Deux méthodes ont été utilisées pour l’évaluation de l’activité antibactérienne, la méthode 

de diffusion de disque sur milieu gélosé et la méthode de  macro-dillution en milieu liquide  

 

2.7.1.1. Méthode  de diffusion sur milieu solide (aromatogramme) 

Le test de l’activité antibactérienne des extraits a été réalisé par la méthode de diffusion sur 

milieu gélosé ou aromatogramme selon  le Comité National des Normes du Laboratoire 

Clinique (NCCLS, 2001).  L'aromatogramme est une méthode inspirée de 

l'antibiogramme, il permet de déterminer l'activité inhibitrice de l’huile essentielle par 

mesure du diamètre d'inhibition, autour d'un disque imprégné de celle-ci, ou d’un produit à 

base d’huile essentielle (Vincent, 1991). 

 

Les différentes souches bactériennes ont été repiquées par la méthode des stries, puis 

incubées à 37°C pendant 18 à 24 heures afin d’obtenir une culture jeune et des colonies 

isolées qui ont servi par la suite à préparer l’inoculum. 
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 un disque de 6 mm de diamètre en papier Whatman stérile est imprégné de l’HE de la 

partie aérienne de Thymus ciliatus. et Pinus halepensis  puis déposé au milieu d’une boite 

de Pétri de 90 mm de diamètre contenant un milieu gélosé « Mueller Hinton » de 4 mm 

d’épaisseur, préalablement ensemencé par écouvillonnage avec l’inoculum. Ce dernier est 

préparé à une concentration de 0,5  

Marc Ferland, de 10
6 

à 10
8
 CFU/ml (Colony Forming Units /ml) pour chaque souche. Trois 

répétitions sont réalisées pour chaque essai.  

 

Les boites de Pétri sont incubées pendant 24 heures à 37°C, la lecture s’effectue par la 

mesure du diamètre de la zone d’inhibition, qui se traduit par un halo translucide autour de 

chaque disque; la présence ou l'absence d’un halo expliquerait la sensibilité ou la résistance 

des germes vis-à-vis des extraits.  

En parallèle, nous avons utilisé un disque témoin négatif imbibé par le DMSO  et des 

témoins positif: antibiotiques ((piperacilline (100�g/disque), oxacilline (1�g/disque), 

ofloxacine (5 µg/disque), ceftazidine (30 µg/disque), gentamicine (30 µg/disque)) ; Les 

boîtes sont laissées 1 heure à température ambiante puis retournées et incubées à 37ºC. 

L’expérimentation a été réalisée en triplicata. 

 

2.7.1.2. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) 

Ce test en milieu liquide a pour but de déterminer la concentration minimale inhibitrice 

CMI par  macro-dilution, le principe est le même que celui de la micro-dilution, sauf qu’il 

est effectué dans des tubes contenant l’huile essentielle à différentes concentrations, 

incorporée dans un milieu de culture liquide. La CMI représente la plus faible 

concentration d’huile essentielle à laquelle aucune poussée bactérienne n’est observée. La 

méthode décrite par Randrianarivelo et al. (2008). avec légère modification a été 

employée. 

 

 Une solution mère d’HE (10 mg/ml) préparée dans 10% de DMSO et bouillon Muller-

Hinton, à partir de laquelle on réalise une préparation d’une série de dilution en tubes avec 

le milieu de culture liquide (Muller-Hinton), selon une progression géométrique de base 2. 

Un tube contrôle servira de témoin. Puis, on ajoute la même quantité d’inoculum  (préparé 

à partir d’une culture jeune a une concentration 5 10
6 

CFU/ml).  
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Après une incubation des tubes à une température de 37°C pendant 24heures, nous avons 

procédé à la  lecture par une observation macroscopique des tubes, la CMI sera la 

concentration en HE la plus faible pour laquelle il n’y a pas de croissance visible. 

 

2.7.1.3. Détermination de la Concentration Minimale Bactéricide (CMB) 

La CMB est la concentration minimale de l’extrait de plante qui produit une élimination  

de 99,9% de la population bactérienne (soit moins de 1% de survivant), après 18 à 24 

heures d’incubation à 37ºC (Chebaibi et al., 2011).  

Nous avons ensemencé en stries sur  gélose Muller Hinton. Des prélèvements effectués, on   

commence à partir du tube qui a déterminé la CMI (tube dépourvu de culot bactérien). Les 

boites ensemencées sont incubées à 37ºC.  

   

2.7.2. Activité antioxydante 

2.7.2.1. Effet scavenger du radical DPPH
•
  

L’activité antiradicalaire à été évaluée en utilisant le radical DPPH
•
, qui fut l’un des 

premiers radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-activité antioxydante 

(Brand-williams, 1995). Le DPPH (2,2 -diphényl -1- picrylhydrazyl) est un radical libre 

stable possédant un électron non apparié sur un atome du pont d’azote. Cette délocalisation 

empêche la polymérisation du composé, qui reste sous forme monomère relativement 

stable à température ambiante. Ainsi, cet état induit l’apparition d’une couleur violet 

foncée bien caractéristique de la solution DPPH. Cette couleur disparait en présence 

d’antioxydant lorsque le DPPH est réduit, passant au jaune pâle du groupe pécryl ; et 

l'intensité de la couleur est inversement proportionnelle à la capacité des antioxydants 

présents dans le milieu à donner des protons (Fig.25).  

 

Figure 25: Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPH entre l’espèce radicalaire 

DPPH
•
 et un antioxydant 
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Le pouvoir antiradicalaire a été testé en employant la méthode décrite par Sharififer et al. 

(2009) et Tepe et al. (2005
b
). La solution à 0,004% de DPPH a été préparée dans le 

méthanol. Un volume de 50µl d’huiles essentielles ou extraits à différentes concentrations 

a été ajouté à 5ml d’une solution de DPPH (La solution 0,004% de DPPH a été préparée 

dans le méthanol). Le mélange réactionnel a été agité vigoureusement et incubé 30 min à 

l’obscurité. L’absorbance a été mesurée à 517nm (Politeo et al., 2007) contre un blanc 

(solution DPPH/méthanol). L’acide ascorbique  a été utilisé comme antioxydant 

synthétique de référence. La capacité de l’antioxydant à piéger le radical libre est estimée 

en pourcentage de décoloration du DPPH dans le % Activité antioxydante = [Abs contrôle-

Abs échantillon / Abs contrôle] x 100  (Pal Singh  et al., 2009). 

 

 La cinétique des réactions de l’huile essentielle  de Thymus ciliatus et l’acide ascorbique 

avec le DPPH a été inscrite à chaque concentration examinée. Le paramètre IC50 

(concentration équivalente à 50% de DPPH perdu) appelée également EC50 (Efficient 

concentration 50) est défini comme étant  la concentration de l’échantillon testé nécessaire 

pour réduire 50% du radical DPPH
•
. Les IC50 sont calculées graphiquement à partir de la 

courbe  des pourcentages d’inhibition en fonction de différentes concentrations des extraits 

testés (Villano et al., 2007). 

 

2.7.2.2. Réduction du fer – FRAP : Ferric Reducing Antioxydant Power 

Le pouvoir réducteur d’une molécule est relatif à sa capacité de transfert des électrons et 

peut servir comme indicateur significatif de son activité antioxydante. Le pouvoir 

réducteur a été déterminé selon la méthode d’Oyaizu (1986), basée sur la réduction de 

l’ion ferrique (Fe³
+
) en ion ferreux (Fe²

+
) (Fig.26 ). Dans cette technique, la couleur jaune 

de la solution change au vert et bleu  dont l’intensité est proportionnelle au potentiel 

réducteur de l’échantillon testé 

 

Figure 26: Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP entre le complexe 

tripyridyltriazine ferrique Fe(III)- TPTZ et un antioxydant (AH). 
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La méthode FRAP est réalisée selon le protocole de Yen et Chen, (1995).les extraits  

dilués dans du méthanol (0,5ml) ont été mélangées avec 1,25ml de la solution tampon 

phosphate (0,2M, pH 6,6) et 1,25ml de ferricyanure de potassium ((K3Fe (CN)6) à 1%). 

L’ensemble a été incubé à 50° C pendant 20 min. Ensuite, 1,25ml d'acide trichloroacétique 

(TCA) (10%) a été additionné au mélange, le tout centrifugé pendant 10 min à 3000 rpm. 

1,25ml d’eau distillée  et 250µl de la solution chlorure ferrique (FeCl3) à 0,1%) ont été 

ajoutés à 1,25ml du surnageant. L’absorbance a été mesurée à 700 nm contre un blanc ou 

l’extrait est remplacé par le méthanol. L’acide ascorbique a été utilisé comme contrôle 

positif et dont l’absorbance a été mesurée dans les mêmes conditions que les échantillons.  

 

Pour toute l’expérimentation, chaque test est réalisé en triplicata et les résultats ont été 

calculés par la moyenne des trois essais. 

La concentration EC50 qui est définie comme la concentration d’antioxydant nécessaire 

pour réduire 50% de la concentration initiale du thiocyanate ferrique est un indice utilisé 

pour comparer et exprimer la puissance des capacités réductrices des substances bioactive. 

L’EC50 est la concentration de l’extrait correspondant à une absorbance égale à 0,5, 

obtenue à partir de la courbe.   

 

2.8. Chromatographie sur Couche Mince (CCM)  

La Chromatographie sur Couche Mince (CCM) est une méthode  physico-chimique, de 

séparation des constituants d’un mélange. Cette séparation est basée sur les différences 

d’affinités des substances à analyser  entre deux phases, une phase stationnaire ou fixe et 

une phase mobile.   La couche mince (phase stationnaire) est constituée d’une  fine couche 

d’adsorbant  recouvrant  une plaque de verre, de métal ou sur une feuille appropriée tandis 

que la phase mobile est un solvant ou bien un mélange de solvant. La séparation des 

constituants du mélange s’effectue grâce à l’ascension par capillarité de la phase mobile le 

long de la phase stationnaire (Mendham, 2005). C’est une technique simple et rapide très 

apprécié en phytochimie, car elle permet d’avoir des empreintes chromatographiques du 

contenu de l’extrait. 

� Préparation de la phase stationnaire 

 La chromatographie sur couche mince a été réalisée sur plaque de gel de Silice 60 F254 

support aluminium ou en verre 
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� Préparation de la phase mobile     

 La phase mobile est constituée par un mélange de solvants organiques. Pour cela, 

différents systèmes solvants ont été essayés pour définir ceux qui donnent les meilleures 

séparations. Après une série d’essais réalisée dans le but d’une recherche d’un éluant 

favorable pour la séparation des différents composants des EMeOH de T. ciliatus, nous 

avons opté pour  Eluant : Butanol, Acide acétique, eau (60 :15 :25)  qui nous semble 

comme étant le meilleur éluant. 

 

� Dépôt des extraits: 

Notre choix s’est basé sur les EMeOH à différentes périodes de récolte (avant, pendant et 

après floraison) qui ont montré lors de cette étude une bonne activité antioxydante. 

 Deux microlitres  de chaque extrait sont déposés à des points repèrent à 1 cm du  bord 

inferieur de la plaque. Après une dilution avec du  MeOH.. 

� Développement des plaques 

Chaque plaque est déposée en position verticale ou légèrement inclinée dans la cuve 

préalablement saturée par les vapeurs du  système solvant  approprié,  l’échantillon  à  

étudier  sera  plus  ou  moins  entrainé  par capillarité de la phase mobile tout au long de la 

phase stationnaire.  

�  Révélation  

 La révélation  a été faite sous  la lampe UV, qui  permet de mettre en évidence   sous 

forme des tâches de substances qui absorbent les UV entre 254 nm et 365 nm et  une 

révélation par des réactifs  spécifiques qui  donnent un produit coloré par réaction 

chimique avec les substances à révéler. Les réactifs employés : AlCl3 pour les flavonoïdes 

et DPPH pour le dépistage du pouvoir antioxydant (Kabran et al., 2011). 

� Identification  

Le comportement d’une molécule particulière dans un système donné est exprimé par sa 

fluorescence sous UV et par son Rf  (le rapport de la distance parcourue par cette 

molécule sur celle parcourue par la phase mobile). 

 Les  rapports  frontaux  sont  calculés comme suit : 

 

  

 

 

Distance parcourue par le constituant 

Rf = 

Distance parcourue par l’éluant 
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2.9. Chromatographie Liquide à Haute Performance (HPLC) 

 La Chromatographie Liquide à Haute Performance (pression), abrégée HPLC (CLHP en 

français) est une technique de séparation basée sur  les mêmes éléments de base que ceux 

employés pour la chromatographie classique sur colonne, soient un ou plusieurs solvant et 

une colonne remplie avec une phase stationnaire, mais avec un appareillage plus 

sophistiqué et par l’application d’une pression élevée grâce à une pompe qui maintient 

constant le débit de l’éluant. Les différents constituants sont séparés selon plusieurs 

paramètres tels que leur affinité dans l’éluant, la polarité ou la charge électrique. Elle se 

différencie également de la chromatographie classique par l’utilisation d’un détecteur dont 

le message est enregistré puis exploité par un détecteur relié au système (Braithwaite et 

Smith, 1999). 

 

Les analyses ont été réalisées à l’aide d’un chromatographe de marque waters 2410, équipé 

d’éléments suivants : 

� une colonne : novapark C18 (3.9X150mm) à 4µm ; 

� un système de pompage, Pompe: waters 600; 

� un injecteur : waters 996, pour introduire l’échantillon, dans le système à haute 

pression ;  

� un détecteur: waters475;  

� un  logiciel Millenium32.  

Les  analyses ont été effectuées sur les extraits méthanoliques suivant les conditions 

décrites par Mahfoudhi et al. (2014) Les conditions opératoires sont les suivantes:  

� Débit: 0,9 ml/min ;   

� Pression de travail : 100-150 bars ; 

� Volume d’injection: 20 µl ;  

� Longueur d’onde: 190-600 nm ;   

� Concentration de l’échantillon: 2 mg/ml;  

� Phase mobile  est composée d’un mélange de (A) : 0,1 M HCOOH dans l’eau et 

(B) :ACN (Acétonitrile) ;  

� les extraits sont élués en utilisant suivant un gradient  d’élution linéaire (voir 

tableau11). 
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Tableau 11 : Programme de l’élution 

Temps (min) %A %B 

0-15 5 15 

15-25 15 20 

25-60 20 35 

60-65 35 50 

65-70 50 80 

 

 

Différentes substances sont identifiées dans nos extraits par comparaison des 

chromatogrammes des standards avec ceux des échantillons. 

 

2.10. Criblage biologiques des extraits de T. ciliatus 

Nous avons réalisé un criblage des extraits étudiés selon une méthodologie que nous avons 

adoptée en deux étapes consistait en : 

• une analyse quantitative réalisée sur des extraits obtenus à différentes périodes de 

récolte, dans le but de sélectionner le meilleur solvant d’extraction et l’extrait le 

plus riche en PPT et Fl. 

• évaluation de l’activité antibactérienne et antioxydante des différents extraits. 

Les résultats de ce tri-biologique ont montré que les extraits méthanoliques et aqueux 

(période de floraison) se sont montré plus actifs (Fig.27)  
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                            Figure 27 : Schéma du criblage biologique des extraits de T. ciliatus  

 

2.11.  Purification des extraits méthanoliques   

Dans l’optique de séparer les extraits méthanoliques  de T. ciliatus (période de floraison) ; 

nous avons effectué une purification par flash chromatographie. C’est une technique qui 

permet la séparation des composés d’un mélange à pression moyenne. Les  composés se 

séparent en fonction de leurs affinités respectives pour la phase stationnaire et la phase 

mobile. La phase stationnaire peut être une phase normale ou une phase inverse, est 

conditionné dans des cartouches. La phase mobile ou l’éluant est classiquement constituée 

par un mélange de solvants dont la composition peut varier au cours du temps. 
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2.11.1. Extrait méthanolique obtenu par macération 

La purification de l’extrait mèthanolique a été réalisée par différentes méthodes 

chromatographiques conduisant à l’isolement des molécules pures. 

Dans cette première étape, la purification de l’extrait (EMeOHF) a été réalisée par  flash 

chromatographie (un appareil Biotage : BiotageR Isolera TM Spectra One and Four)  sur 

colonne de silice. 106 fractions de 22 ml chacune sont recueillies. 

Les conditions opératoires sont présentées ci- dessous 

• Colonne de Silice : SNAP 

• Eluents : n-Hexane, Ethyl Acétate, Méthanol 

• Debit : 24m/min 

• Volume de fractions : 22ml 

• Nombre de fraction : 106 

• Détecteur : type ELSD (Evaporative Light Scattering) 

• Gradient : Annexe1 (B) 

 

Les différentes fractions recueillies sont regroupées selon leurs profils chromatographiques 

Le contrôle des sous- fractions  a été effectué par CCM sur plaque de gel de Silice 60 F254 

� Eluant : Butanol/Acide acétique/ eau (60 :15 :25) (v/v/v) 

� Révélation avec la vanilline sulfurique, NEU 

 

Les différentes fractions recueillies par volumes de 22 ml sont regroupées selon leur profil 

chromatographique en quatre  fractions : 

 

� Les fractions (5-26) : fraction 1(389mg) 

� Les fractions (27-82) : fraction 2(372,8mg) 

� Les fractions (82-90) : fraction 3 (205,2 mg) 

� Les fractions (91-105) : fraction4 (25mg) 

 

• Séparation par Chromatographie sur Couche Mince  préparative  

La CCM préparative est une technique chromatographique utilisée dans la séparation et 

l’isolement de divers métabolites présents dans un mélange peu ou pas complexe. Elle 

dérive de la chromatographie sur couche mince mais dans ce cas, la quantité d’échantillon 

appliquée sur la plaque chromatographique est plus grande (20mg à 40mg),  les zones de 

silice correspondant aux taches sont récupérées de la plaque contrairement à la CCM 

analytique.  
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ainsi que l’épaisseur de la couche du gel de silice sur la plaque. Dans cette technique, les 

plaques que nous avons utilisées sont généralement des plaques en verre (Merck). 

La fraction 3 est  soumise à une purification par Chromatographie sur Couche Mince 

preparative, on obtient le composé A, le protocole d’isolement est résumé dans la figure28. 

Les conditions opératoires sont les suivantes : 

� Support chromatographie : plaque en verre gel de Silice 60 F254  20X20 cm 

(Merck), épaisseur  de la couche 2mm 

� Phase mobile: Butanol/Acide acétique/ eau (60:15:25) v/v/v 

� Révélateur: réactif NEU 

� Solvant de récupération: Méthanol 100% 

Apres séchage de la planque, on  récupère les composés d’intérêt  sur la silice à l’aide d’un 

scalpel,   ensuite dispersée dans une petite quantité de solvant, et filtrée sous vide.  

 

 

 

 

 

 

 

               F5   F10  F20  F26 F27 F40 F95 F50 F60 F82 F83 F85 F90 F91 F100 F105    

 

 

 

 

 

 

Figure 28 : Schéma d’isolement du composé CMPA 
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2.11.2. Extrait méthanolique obtenu par soxhlet. 

2.11.2.1. Fractionnement de l’extrait méthanolique 

L’extrait méthanolique obtenu par extraction au soxhlet de T. ciliatus récolté pendant 

floraison (EMeOHS-F)  a été soumis à des partitions liquide-liquide successives en 

présence de cyclohexane, de chloroforme et d’acétate d’éthyle. Après évaporation de 

solvant sous pression réduite, 1,33 g d’extrait acétate d’éthyle (AcOEt) sont obtenus 

(Fig.29) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure29 : Schéma des différentes étapes de fractionnements de l’EMeOHF-S 
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Purification de l’extrait d’acétate d’éthyle  (AcOEt) :  

Nous avons utilisé pour le fractionnement de cet extrait (AcOEt), presque les mêmes 

techniques que celle utilisées pour l’extrait  MeOH F, a conduits à l’isolement d’un 

composé (CMPB). L’extrait AcOEt est soumis à une séparation par flash chromatographie  

sur un appareil Biotage (Biotage R Isolera TM Spectra One and Four). Les conditions 

opératoires sont présentées ci-dessous. 

• Colonne de Silice : SNAP C18 

• Eluant : Chloroforme, Méthanol 

• Débit : 24ml / min 

• Volume de fractions : 22ml 

• Nombre de fraction : 42 

• Détecteur : type ELSD 

• Gradient : Annexe1(A) 

 

Le contrôle des sous fractions  a été effectué par CCM sur plaque de gel de Silice 60 F254 

Eluant : Chloroforme/Methanol/eau (10:7 :3) v/v/v 

Révélation avec vanilline sulfurique  

Regroupement des fractions en  trois fractions 

� Les fractions (1-7) : fraction A 

� Les fractions (8-14) : fraction B (84mg) 

� Les fractions (15-42) : fraction C  

 

Séparation par Chromatographie sur Couche Mince  préparative  

Quant à la fraction B, elle est soumise à une CCM préparative pour donner le composé B. 

Les conditions de séparation sont résumées ci-dessous 

� Support chromatographie : plaque en verre gel de Silice Silice 60 F254  20X20 cm 

(Merck), épaisseur couche 2mm 

� Phase mobile : Chloroforme/Méthanol/eau (10 :7 :3) v/v/v 

� Révélateur: réactif NEU 

� Solvant de récupération: eau/MeOH 
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2.12. Chimie structurale 

2.12.1. Résonance magnétique nucléaire (RMN) 

 La résonance magnétique nucléaire (RMN) est une technique qui sert principalement à la 

détermination structurale des composés organiques. En effet, les noyaux de certains atomes 

(1H, 13C, ...) possèdent un moment magnétique nucléaire, c'est-à-dire qu’ils se comportent 

comme des aimants microscopiques caractérisés par une valeur quantique appelée « le spin 

». La RMN étudie le comportement des noyaux atomiques en présence d’un champ 

magnétique externe. Le champ magnétique appliqué aux produits entraine un 

dédoublement des niveaux d’énergie du « spin » nucléaire, de sorte qu’on puisse induire 

des transitions entre eux, suite à l’absorption d’une radiation électromagnétique adéquate.  

 

Le spectre RMN du proton fournit de nombreuses informations telles que les différents 

types d’hydrogènes présents dans la molécule analysée, les différents types d’hydrogènes 

présents dans l’environnement électronique, le nombre d’hydrogènes voisins d’un 

hydrogène donné et le déplacement chimique caractéristique de chaque proton. 

 

Le spectre RMN du Carbone 13 permet de mettre en évidence tous les carbones de la 

molécule. L’analyse se base sur les déplacements chimiques observés en fonction de 

l’environnement de chacun des atomes de carbone. Cette analyse permet de mettre en 

évidence les carbones primaires  

(CH3), secondaires (CH2), tertiaires (CH) et dans une moindre mesure les carbones 

quaternaires (Silverstein et al., 2004).  

Les spectres de résonnance magnétique nucléaire RMN 
1
H et 

13
C sont enregistrés sur un 

appareil Bruker avance  à 500 MHz pour 
1
H et 

13
C, de l'Université de Mons, Belgique. Les 

échantillons sont dissous dans des solvants deutérés : MeOH-d et H2O-d. 

 

2.13. Analyse statistique  

Toutes les mesures expérimentales ont été effectuées en triplicata et sont exprimées en tant 

que moyenne ±écart type, l’analyse statistique a été exécutée en utilisant l’analyse de la 

variance a un critère de classification (ANOVA), suivi du test Tukey au seuil de 

signification (P � 0,05), en utilisant le logiciel Minitab 16. 

La détermination de la concentration IC50 est effectuée par le logiciel Minitab 16. 
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2.14. Technique histologique 

 Pour l’étude anatomique et histologique des feuilles et  tiges de l’espèce Thymus ciliatus 

ssp. coloratus, nous avons utilisé la technique de la double coloration.  

 

2.14.1. Double coloration  

• Principe : Sur une coupe aussi fine que possible, on fait agir successivement des  

solutions d’hypochlorite de sodium et d’hydroxyle de sodium diluées. Les contenues 

cellulaires sont détruits, les parois sont respectées. En faisant agir successivement le vert 

de méthyle et le rouge Congo, les parois cellulosiques se colorent en rose, les parois 

lignifiées ou sclérifiées se colorent en vert (Paris et Hurabielle, 1981). 

• Mode opératoire : 

Pour obtenir une meilleure coloration qui permet de réaliser la différenciation de certains 

tissus on suit les étapes suivantes : 

• Pendant 15 à 20 min dans l’hypochlorite de sodium dilué au ½ (dans le bute de 

vider les cellules de leurs contenus). 

• Rinçage avec l’eau distillée. 

• Rinçage avec la solution d’hydroxyde de sodium à 5%. 

• Rinçage avec l’eau distillée. 

• Passer successivement dans l’eau additionnée de quelques goutes d’acide acétique 

(qui détruira les traces hypochlorites restantes et qui facilitera la fixation ultérieure 

des colorants).  

• Traitement avec le vert de méthyle pendant 2 à 3 min. 

• Rinçage avec l’eau distillée. 

• Traitement avec le rouge Congo pendant 15 min. 

• Rinçage avec l’eau distillée. Puis montrer entre lame et lamelle pour l’observation 

microscopique. 

 

2.14.2. Histométrie  

 L'étude histométrique faite au niveau des feuilles et des tiges de T. ciliatus ssp. coloratus 

récoltés pendant les trois stades ; va nous permettre  de mesurer d'une manière précise tous 

les tissus observés  des dix meilleures coupes. La mesure des dimensions des différentes 

structures des tissus est très intéressante. Elle est réalisée à l'aide d'un microscope optique  

et un micromètre (Henaoui et Bouazza, 2013).  
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1. Huile essentielle de Pinus halepensis Mill.  

1.1. Rendement des HEs de P. halepensis Mill. 

Le rendement moyen (0,81%) de l’huile essentielle des aiguilles de P. halepensis Mill. 

récoltées dans le site 1 est supérieur à celui du site 2 (0,3%). Nous notons que le rendement 

de l'huile essentielle de la même espèce récoltée dans la région de Sidi Fredj (Algérie), est 

de 0,52% (Dob et al., 2005). Cette variation est probablement due à la sensibilité de l’huile 

essentielle aux facteurs biotique et abiotique.  

 

1.2. Composition chimique des  HEs de P. halepensis Mill. 

Les chromatogrammes des huiles essentielles  sont comparés à la banque de données 

NIST27, afin d’identifier les composés correspondants, d’où l'intérêt de la CG/SM. Les 

constituants chimiques identifiés dans les aguilles de pin du lac Mellah (site1) sont au 

nombre de 16 (Tab.12 et Fig.30
a
). Ce sont principalement le �-caryophyllène (31,89%), 

l’�-pinène (24,41%) et le �-myrcène (19,38%). Les composés mineurs sont représentés par 

l’�-terpinolène (5,27%), l’�-caryophyllène (4,76%), la Sabinène (3,42 %) et le �-pinène 

(2,13%).  

 

L’analyse chromatographique de l’huile essentielle des aiguilles de P. halepensis Mill. du 

site 2  a décelé la présence de 16 composés (Tab.12 et Fig.30
b
), parmi lesquels, on 

distingue des constituants majoritaires tels que: l’�-pinène (21,01%) et le �-caryophyllène 

(31,14%). Ces deux composés constituent plus de la moitié de la composition totale de 

cette huile. Cependant, d’autres constituants présents en quantités moins importantes ont 

été identifiés, à savoir le �-myrcène (9,3%), la sabinène (8,21%), l’�-terpinolène (9,43%) 

et le phényl-éthyl-isovalerate (3,9%) 
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Tableau12 : Composition chimique de l’huile essentielle des aiguilles  

de Pinus halepensis Mill. 

composé 

Tr (min) Aire de présence 

(%) 

Site 1 Site 2 

�-thugène 3,18 - 0,63 

�-pinène 3,72 24,41 21,01 

�-pinène 4,74 2,13 - 

Sabinène  4,79  3,42 8,21 

�-myrcène  5,24  19,38 9,3 

3-carène 5,45  1,33 2,17 

�-terpinène 4,17 - 0,56 

Terpinène 4-acétate 5,85 0,40 - 

Limonène 6,09  1,35 1,59 

�-phelandrène 6,31  0,66 0,94 

�-cis-ocimène   6,78  1,13 1,18 

�-terpinène 7,07  6,69 1,02 

�-terpinolène 7,97  5,27 9,43 

Terpinène 4-ol 13,53   0,56 1,28 

�-cubibène 18,56  0,46 0,59 

�-caryophyllène 21,06  31,89 31,14 

�-caryophyllène  22,55 4,76 4,68 

Phényl-éthyl-isovalerate 26,84 1,61 3,9 

Nombre total de composés identifiés 16 16 

Aire de présence totale 99,43% 97,63% 

3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5

2.5

5.0

(x1,000,000)
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1.50
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Figure30 : Chromatogrammes de l’huile essentielle de P. halepensis des sites 1 (a) et 2 (b) 
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Les résultats obtenus montrent qu’il existe des différences qualitatives et quantitatives dans 

la composition chimique de l’huile essentielle des aiguilles de P. halepensis Mill. des deux 

sites. Cette variation serait due principalement aux facteurs de l’environnement qui 

exercent une influence directe sur la composition et la production de cette huile.   

Les investigations réalisées en Algérie sur la composition chimique de l’huile essentielle 

des aiguilles de Pinus halepensis Mill. ont montré qu’il existe plusieurs chémotypes pour 

cette même espèce. Les régions de Djelfa et Tissemsilt, sont caractérisées par le chémotype 

�-pinène (17,56%) et  �-myrcène (8,45%),  Sidi Fredj  est représenté par le �-

caryophyllène (Dob et al., 2005). Enfin, le chémotype de l’HE de la région de Ghazaouet 

est le caryophyllène oxyde avec un taux de 48%. La composition chimique de l’HE des 

aiguilles de P. halepensis Mill. en provenance du Maroc est de chémotype �-pinène 

(23,2%) et 4-ol caryophyllène (14,24%) (Hmamouchi et al., 2001). L’analyse menée par 

Roussis et al. (1995) sur la même espèce de Grèce, montre que la composition est dominée 

par l’�-pinène (13,4%), et le caryophyllène (19,05%), alors que celle de Tunisie est à 

dominance �-caryophyllène (33,9%) et �-pinène (10,76%). Macchioni et al. (2003) 

rapportent que les constituants majoritaires des aiguilles de pin d’Alep d’Italie sont, le 

myrcène (27,9%) et l’�-pinène (18,1%). 

 

Les monoterpènes hydrocarbonés représentent un  pourcentage élevé dans la composition 

chimique de l’huile essentielle des aiguilles de pin d’Alep des sites 1 et 2. Ces taux sont 

respectivement de 59,07% et 57,58%. Les sesquiterpènes hydrocarbonés  sont de 37,07% 

dans le site 1 et 37,16% dans le site 2. Les monoterpènes oxygénés ne sont présents que 

dans l’HE des aiguilles de P. halepensis Mill. du site 1 avec un taux de 0,56%. La présence 

d’autres composés chimiques dans l’huile essentielle des aiguilles de P. halepensis Mill. 

provenant  des sites 1 et 2  représentent respectivement une aire de 2,93% et 4,04%. Nos 

résultats corroborent avec ceux de Dob et al. (2005) et Hamamouchi et al. (2001), qui 

mentionnent une prédominance des monoterpènes et sesquiterpènes hydrocarbonés dans 

l’HE des aiguilles de P. halepensis Mill.  
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2. Huiles essentielles de Thymus ciliatus 

2.1. Rendement des HEs de T. ciliatus 

Les rendements moyens en HE (w /w%) ont été déterminés par rapport à la matière sèche 

de la partie aérienne de Thymus ciliatus récoltée pendant  les différents stades de 

croissance avant, début et après floraison sont : (0,54%), (0,78%) et (1,2%) respectivement 

(Fig.31). Le rendement le plus élevé est celui  des échantillons récoltés  après floraison, 

cependant plusieurs chercheurs indiquent que  la plante accumule le plus d’HE  au  stade 

de floraison  (Bruneton, 2009 ; Mirjalili et al., 2006 ; Boukhebti et al., 2011 ; Belmalha 

et al., 2015). 

Nos résultats  sont inferieurs  par rapport à d’autres travaux, le rendement des HEs de T. 

ciliatus de djebel Edough Annaba a été estimé à 3,2% (Amrouni et al., 2014). Cependant 

Ghorab et al. (2014) ont trouvé un rendement très important des HEs de T.ciliatus 

provenant de Tlemcen à 5,1%, alors que dans les régions de Ain Mlila, Batna, Oum El 

Bouaghi, ils  ont enregistré des teneurs de ( 2%), (2,1%), (2% ) respectivement, tandis que 

des HEs de T. ciliatus prevenant du Maroc présentent des teneurs inferieures  par rapport à 

celles enregistrées en Algérie, celle de la région Azrou (0,3%) et Imilchi (1,6%). 

Selon une étude menée par Bounatirou et al. (2007) sur la variation de la composition 

chimique des HEs Thymus capitatus Hoff. et Link. de Tunisie  durant les différentes phases 

de développement de la plante, il s’avère que le rendement le plus faible est celui du stade 

végétatif de la plante, alors que le stade de floraison il atteind le rendement le plus élevé.  

 

Figure 31 : Rendements des Huiles Essentielles de Thymus ciliatus ssp. coloratus 

HEAF avant floraison,  HEDF : HE début floraison, HEF : HE après floraison 
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2.2. Composition chimique  des  HEs de T. ciliatus  

Les résultats de la composition chimique de l’HE de Thymus ciliatus obtenue pendant  trois 

périodes de l’année sont rapportés  dans le tableau 13 ; les profils chromatographiques sont 

illustrés dans la figure32. 

L’analyse chimique par CG/SM, nous a permis d’identifier 50 composés pour l’HE de 

Thymus ciliatus avant floraison, ce qui correspond à (98,62%) du total de l’HE de cette 

plante. Elle est constituée essentiellement par les monoterpènes phénoliques dont : Thymol 

(33,39%), carvacrol (24,16%) et d’autres constituants avec des taux moins importants, tel 

que  �-terpinène (08,89%), �-cimène (8,25%), �-terpinolène (7,36%). 

En second, la CG/SM nous a permis de recenser  54 composés pour  l’HE de Thymus 

ciliatus  après floraison, ce qui correspond à (99,50%) du total de l’HE de cette plante. Elle 

est constituée essentiellement par les monoterpènes phénoliques dont : Thymol (29,52%), 

carvacrol (30,85%) et d’autres constituants avec des taux moins important tel que  �-

cimène (8,45%), �-terpinolène (7,71%) et �-terpinène (05,58%). 

Et finalement 55 constituants  ont été retrouvés dans  l’HE de Thymus ciliatus début 

floraison, ce qui correspond à (99,28%) du total de l’HE de cette plante. Elle est constituée 

essentiellement par les monoterpènes phénoliques dont : Thymol (21,02%), 

carvacrol(31,37%) et d’autres constituants avec des taux moins importants tel que  �-

terpinène (10,95%),�-cimène (8,71%), �-terpinolène (6,11%)  et �-pinène (5,18%). 

Les Huiles Essentielles  de  T. ciliatus récolté pendant les différents stades de croissance , 

avant, début et après floraison  sont constituées  d’un mélange de plusieurs groupes 

chimiques,  les monoterpènes oxygénés  sont présents à  plus de  50% de leur composition 

totale avec des taux (62,58%), (66,89%) et (56,69%) respectivement (Tab.13). Le taux  des 

monoterpènes hydrocarbones le plus élevé est observé dans l’HE après floraison (36,29%), 

suivi de l’HE avant floraison (29,68%) et floraison (26,42%). Les sesquiterpènes  sont les 

moins représentés  dans la composition chimique des HEs analysées, on note des teneurs 

inferieures à 5%.  

Cependant,  les sesquiterpènes hydrocarbonés sont  représentés  avec un  taux de  (4,1%) 

dans les HEs  obtenues avant et après floraison, suivi de l’HE floraison (3,72%), le groupe 

des sesquiterpènes oxygénés atteint (0,3%)  dans la composition chimique des HEs 

obtenues avant et pendant  floraison, alors qu’il est absent dans l’HE après floraison. 
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Tableau 13 : Composition chimique des huiles essentielle de Thymus ciliatus ssp. 

coloratus 

Composé  Aire de présence (%) 

 Tr(min) Avant 

floraison 

 floraison Après 

floraison  

     

isovaleric acide 4,36 0,02 0,02 0,05 

�-thujène 9,84 0,78 0,45 0,88 

�-pinène 10,24 1,41 1,63 5,18 

Camphène 11,05 0,56 0 ,31 0 ,62 

Verbenène 11,39 - - 0,05 

�-pinène 12,75 0,19 0,15 0,26 

1octen 3ol 13,12 1,49 1, 6 1, 6 

3octanone 13,51 0,14 0,17 0,17 

�-myrcène 13,70 0,85 0,70 1,22 

3-octanol 14,102 0,22 0,24 0,22 

�-phellandrène 14,57 0,16 0,09 0,19 

3-carène 14,96 0,04 0,03 0,06 

�-terpinène 15,46 1,08 0,63 1,42 

�-cymène 16,17 8,25 8,45 8,71 

Limonène 16,32 0,50 0,68 1,07 

Eucalyptol 16,45 0,13 0,12 0,09 

�-ocimène 17,72 0,05 0,05 0,04 

�-terpinène 18,54 8,86 5,58 10,97 

Linalool oxide 19,37 0,12 0,12 0,13 

1-octen-3-ol 19,99 - 0,1 - 

�-terpinolène 21,72 7,36 7,71 6,11 

�-phellandrène 22,82 0,05 0,05 0,05 

Trans –pinocarveol 23,97 0,11 0,02 0,10 

Mentha-1 ,4,8-drienne 24,46 0,10 0,10 - 

Z- citral 24,45 - - 0,04 

Borneol 25,99 2,26 2,98 1,78 

Terpinène-4-ol 26,82 1,55 2,41 1,03 

p-cymen-ol 27,37 - 0,15 0,17 

�-terpinolène 27,76 - 0,08 0,04 

b fenchyl alcohol 28,63 0,11 - - 

cis-dihydrocarvone 29,13 0,06 0,22 0,14 

Methyl thymol ether 30,92 - 0,04 0,04 

carvacrol methyl ether 31,53 0,07 - 0,03 

3-carène 31,86 - 0,04 0,04 

Carvone 33,13 - 0,05 0,03 

Thymol 35,63 33,39 29,52 21,02 
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Carvacrol 36,62 24,16 30,85 31,37 

Eugenol 39,30 0,04 0,14 0,03 

�-copaène 40,32 0,21 0,15 0,25 

�-bourbonène 40,90 0,29 0,29 0,34 

Caryophyllène 43,03 0,23 0,29 0,32 

�-cubebène  43,67 0,15 0,13 0,14 

Aromadendrène 45,56 0,07 0,10 0,12 

�-amorphène 46,60 0,39 0,31 0,40 

germacrène d 46,86 0,61 0,23 0,28 

�-selinène 47,14 0,06 0,07 0,07 

�-cubebène 47,70 0,27 0,18 0,25 

�-muurolène 48,07 0,13 0,12 0,14 

�-bisabolène 48,62 0,11 0,11 0,06 

�-cadinène 48,87 0,33 0,28 0,42 

Delta cadinène 49,50 1,04 1,02 1,02 

�-cadinène 50,24 - 0,04 0,05 

Calacorène 50,54 - 0,15 0,03 

Ledene 53,31 - 0,08 0,05 

Apiol 55,29 0,04 - - 

�-cadinol 56,89 0,28 0,30 0,14 

Dehydroromadendrene 58,60 0,12 0,13 0,11 

Cetanol 68,73 0,05 0,04 0,08 

�- fernesène 80,61 0,09 0,04 0,06 

Cuminol 92,51 0,04 - - 

Aire de présence totale  98,62 99,50 99,28 

Groupes chimiques    

Mono terpènes hydrocarbones  29,68 26,42 36,29 

Monoterpènes oxygénés  62,58 66,89 56,69 

Sesquiterpènes hydrocarbones  04,1 3,72 4,11 

Sesquiterpènes oxygénés 0,32 0,3 - 

Autres   1,94 2,17 2,19 

Nombre total de 

composés identifiés 

 50 54 55 
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Figure32 : Chromatogrammes de l’huile essentielle de  T. ciliatus obtenue (a) avant 

floraison (b) pendant floraison (c) après floraison 
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On remarque  que les  deux constituants qui dominent l’HE de T. ciliatus sont : Thymol et 

carvacrol, leurs teneurs  varient  selon la période de récolte de la plante, la teneur en ces 

deux  composés Thymol /carvacrol est la plus importante en période après floraison avec 

un taux de 60%. 

 

Figure 33 : Variation des composés majoritaires  des HEs de T. ciliatus durant 

son cycle phénologique 

HEAF avant floraison,  HEDF : HE début floraison, HEAPF :HE après floraison 

 

D’après la figure 33 la teneur en composé majoritaire de l’HE de T. ciliatus change d’un 

stade à un autre durant sa croissance. On observe une diminution de la teneur de Thymol 

au stade début de floraison, puis elle augmente au stade après floraison, le maximum a été 

enregistré au stade avant floraison (végétatif), tandis que le carvacrol contrairement au 

thymol, augmente au stade début floraison (floraison) puis diminue légèrement. Le �-

cymène  est présent dans les différents  stades à des teneurs semblables. On observe  qu’il 

n y a pas de relation entre les taux de carvacrol et p-cymène pendant les différentes 

périodes de récoltes, en outre nos résultats différent à ceux de Bounatirou  et al. (2007)  

qui ont observé  que le p-cymène  est à son taux maximum lorsque le carvacrol  est à son 

minimum, parce que le p-cymène est le précurseur du carvacrol.  La teneur  en �-terpinène  

augmente au stade  début floraison puis diminue pendant le stade après floraison. Le 

maximum a été enregistré au début de la floraison. 
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Le p-cymène (1-methyl-4-(1-methylethyl)-benzene) et �-terpinène (1- methyl-4-(1-

methylethyl)-1,4-cyclohexadiene) sont deux précurseurs carvacrol (2-methyl-5-(1-

methylethyl)- phénol) et thymol (5-methyl-2-(1-methylethyl)phenol), d’ailleurs selon 

(Jerkovic et al., 2001) la somme des teneurs  de ces quatre composés : thymol , carvacol, 

p- cymène �-terpinène présents,  reste  stable dans les plantes récoltées pendant les 

différentes saisons.  De même avec Thymus vulgaris d’Italie (Marino et al., 1999), nos 

résultats  confirment ces notations avec des sommes de (74,66%) avant floraison, (74,4 %) 

floraison, (72,67%) après floraison. 

 

Nos résultats montrent que la composition chimique des HEs de T. ciliatus,  présentent un 

polymorphisme chimique, d’ailleurs  les investigations réalisées en Algérie, ont montré 

qu’il existe  une variation dans la composition chimique. L’HE de T. ciliatus  de Tlemcen 

est caractérisée principalement par le carvacrol  (80,30%) et �-cymène (06,10%) (Ghorab 

et al., 2014). Cette dominance du carvacrol a été également signalée par Bousmaha et al. 

(2007)  qui ont montré que la composition chimique de l’HE de T. ciliatus subsp 

eucilliatus de huit provenances  de la région de Tlemcen est composée principalement par 

le carvacrol (72,4-80,3%) suivi de �-cymène (04,2-07,2%). 

D’après les résultats  obtenus par Ghorab et al. (2014)  le profil chimique de l’HE de T 

.ciliatus de Batna est dominé principalement par le thymol (79,10%), �-cymène (05,60%), 

de même le thymol (54,98%) est le constituant majoritaire de l’HE de T. ciliatus de Ain 

Mlila suivi de �–terpinène (07,33%) et �-cymène (06,66%). 

L’HE de T. ciliatus  de Guelma est  également dominé par le thymol (60,52%) (Giordani 

et al., 2008), Amrouni et al. (2014) ont trouvé que le thymol (57,66%) est le constituant 

majoritaire d’HE de T. ciliatus de djebel Edough Annaba suivi, de carvacrol (16,19%). 

Globalement l’HE de T. ciliatus  Nord -est algérien est caractérisé  par un chémotype 

Thymol alors que  celui de l’Ouest- algérien  est caractérisée par un chémotype carvacrol. 

Par contre les investigations réalisées par Ghorab et al. (2014)  sur la composition 

chimique de  l’HE de T. ciliatus  de Oum El Bouaghi  ne contenait aucun composé 

majoritaire commun avec T. ciliatus   des autres régions et le composé majoritaire était le 

viridiflorol (16,12%) suivi de �-pinène (08,75%) et �–terpinène (07,50%). 

 

 



PARTIE III                                                                                           Résultats et discussion �

�
���

 

Les travaux effectués par (Ghorab et al., 2014)  sur la composition chimique des HEs de 

T. ciliatus du Maroc ont montré qu’il existe  une variabilité de la composition chimique, 

d’ailleurs l’HE de T. ciliatus  de Azrou est représentée par le chémotype (thymol, �-

ociméne) avec des taux respectivement (44,20 et 25,8%), et  celle de  Imilchil  est  thymol 

(17,30%) et  Carvacrol (26,20%). On note également,  le  même chémotype a été rapporté 

par Amarti et al. (2013) lors de  l’investigation de l’HE de T. ciliatus  de Azrou. 

Les variations observées dans la composition chimique  et les rendements  des HEs de T. 

ciliatus issus de différentes régions d’Algérie et du Maroc sont liés à plusieurs facteurs 

intrinsèques et extrinsèques, tels que les facteurs  bioclimatiques, génétiques et 

géographiques (Moghadem et al., 2015 ; Amarti et al., 2010) et la période des récoltes 

(Nezhadali et al., 2014). 

En examinant la littérature  relative à la composition chimique des HEs chez le genre 

Thymus, il en ressort que les monoterpènes oxygénés  sont représentés majoritairement par 

les monoterpènes phénoliques  qui sont des composés abondant dans le genre Thymus (Al-

Fatimi et al., 2010) , on constate  aussi que les monoterpènes phénoliques peuvent  être  

présents comme composants mineurs. La plupart des chercheurs ont rapporté que les  HEs 

de ces espèces sont composées  principalement de thymol et son isomère le carvacrol avec 

une moyenne de  (3,3-66,3%) pour le thymol  et  (3-58,9%) pour le  carvarol  et ce avec T. 

persicus, T. eriocalyx, T. tosevii, T. caramanicus, T. vulgaris, T. pallescens,  T. capitatus , 

et  T. pulegioides (Al-Fatimi et al., 2010 ; Hazzit et al., 2009 ; Amarti et al., 2006). 

D’autres ont signalé la présence de thymol  et un faible pourcentage ou bien absence en 

carvacrol tel que dans l’HE de T. ciliatus, T. bleicherianus. T. algeriensis (Giweli  et al., 

2013 ; Amarti et al., 2013).Tandis que d’autres  rapporteurs ont démontré au contraire  la 

présence de carvacrol et l’absence, ou bien la présence à faible concentration  de thymol , 

tel que dans la composition chimique de l’ HE de  T. dreatensis, T. laevigatus, T. 

broussonetii, T. revolutus Celak (Hazzit et al., 2009 ; Al-Fatimi et al., 2010 ; El 

Ouariachi  et al., 2014 ; Karaman et al., 2001). On observe même l’absence de composé 

phénolique ou bien  la présence  à très faible concentration,  telle que dans l’HE de T. 

algeriensis rapporté par Hazzit et al., 2009 ; Amarti et al., 2010 ; El Ouariachi  et al., 

2014 et    dans T. camphoratus  et T. mastichina (Miguel et al., 2004). 
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Généralement, la composition chimique des huiles essentielles de  thym dépend de 

plusieurs facteurs tels que l’espèce, l’origine, le stade de croissance, l’influence 

environnementale et patrimoine génétique (Amartie et al., 2006). 

 

2.3. Indices  physico-chimiques des HEs de T. ciliatus  

Les propriétés organoleptiques et physico-chimiques constituent un moyen de vérification 

et de contrôle de la qualité de l’HE.  

 

2.3.1. Caractéristiques organoleptiques :  

A l’issue des distillations, l’HE obtenue est de couleur jaune avec une odeur prononcée de 

thymol. Les paramètres organoleptiques de nos HEs sont en accord avec ceux répertoriés 

dans les normes AFNOR(2000).  

 

2.3.2. Caractéristiques physico-chimiques:  

Les spécificités physico-chimiques de l’HE de T. ciliatus sont répertoriées dans le tableau 

14. Les résultats obtenus indiquent que l’indice d’acide  des huiles essentielles testées est 

le même avant, pendant et après la floraison (2,24),  sachant qu’un Indice d’acide  inférieur 

à 2 est une preuve de bonne conservation de l’essence (faible quantité d'acides libres) 

(Kanko et al., 2004). 

Le tableau 14 indique une variation des valeurs d’indice d’ester  des huiles essentielles à 

différents stades, qui est due probablement à la variation de la  composition chimique d’un 

stade à un autre ; on enregistre un indice élevé de l’HE floraison, alors qu’il est inferieur en 

période avant floraison et atteint son minimum après floraison. On a trouvé que les HEs  de 

T. ciliatus sont miscible à l’éthanol avec 1V/2V d’éthanol. 

 

La densité relative à 20°C se diffère d’un stade à un autre. Dans le 1
er

  stade, elle est de 

(0,42), puis elle diminue dans le 2
ème

  stade (0,3), tandis qu’au 3ème stade elle est de 

l’ordre de (0,9). D’après ces résultats on peut dire que l’Huile Essentielle de Thymus 

ciliatus après la floraison est plus dense que celles avant et en pleine floraison 
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La lecture obtenue à l’aide d’un réfractomètre montre que les valeurs  d’indice de 

réfraction sont très proches des HEs à différents stades,  « Avant  floraison : 1,4815 », 

« Pendant la floraison : 1,4954 » et « après  floraison : 1,4914 ». Selon Kanko et al. 

(2004), un indice  de réfraction variant essentiellement avec la teneur en monoterpènes et 

dérivés oxygénés. Une forte teneur en monoterpènes donnera un indice élevé.  

 

Tableau 14 : Les caractéristiques physicochimiques des HEs de T. ciliatus. 

Paramètres étudiés  Huiles essentielles 

  AvF F ApF 

           Indice d’acide (IA) 2,24 2,24 2,24 

           Indice d’ester (IE) 100,6 112,2 93,5 

Miscibilité à l’EtOH (V/V) 1-2 1-2 1-2 

Densité  dt
20

  0,42 0,3 0,9 

          Indice de réfraction �D
25

 1,4815 1,4954 1,4914 

            AvF : avant floraison ; F : Floraison ; ApF : Floraison 

A partir de ces valeurs, il en ressort que toutes ces constantes sont influencées par le cycle 

végétatif. Cependant et malgré ces fluctuations, nous remarquons que les paramètres 

physico-chimiques de nos HEs sont en accord avec ceux mentionnés par les normes. 

Nous avons comparé nos résultats avec ceux donnés par la littérature relative au genre 

thymus, on constate que la densité, l’indice de réfraction et la miscibilité à l’éthanol sont 

comparables  à celles de Thymus vulgaris L., T. fontanesii Boiss& Reut et T. serpillum L. 

(Garnero, 1991 ; Haddouchi et al., 2009 et Patri et  Silano, 2002). Cependant,  l’indice 

d’acide est largement inférieur aux valeurs données, des huiles essentielles du Thymus 

vulgaris (8,4) (Garnero, 1991), par contre supérieur à celui  de T. serpillum L. (0,73) 

(Patri et  Silano, 2002). Tandis que l’indice ester est  largement supérieur aux valeurs 

données, des huiles essentielles de T. serpillum L. (2,075) (Patri et Silano, 2002). 
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3. Teneur en eau,  matière organique et cendre de T. ciliatus 

D’après  le tableau 15, nôtre plante Thymus ciliatus récoltée dans la zone de l’Edough,- 

Annaba renferme un taux d’humidité très élevé qui varie de 56±9,56 à 40,11±7,60%. Cela 

signifie que la plante est très riche en eau. Ce taux diminue avec l’augmentation de la 

température (saison), et l’âge de la plante (cycle végétatif). D’ailleurs on remarque que le 

taux le plus élevé est observé au stade végétatif  (56±9,56%), tandis qu’au stade après 

floraison (en été) le taux atteint 40,11±7,60%. Ce  taux est largement supérieur à ceux 

rapportés dans la Pharmacopée européenne (2005), dont la teneur en eau du thym est de 

27%.  

 

La teneur en eau varie : selon les espèces; les conditions pédoclimatiques et le stade de 

développement. Nous constatons les mêmes résultats pour la matière sèche. La teneur en 

eau est proportionnelle au taux d’humidité. Elle est de l’ordre de 44±9,56 à 59,89±7,60 %. 

 

Tableau 15 : La teneur en eau,  matière organique et cendre de T. ciliatus 

 H% MS% MO% C% 

Thy1 56±9,56 44±9,56 96,93±1,26 3,06±±1,26 

Thy2 45,78±7,90 54,22±7,90 95,52±5,43 4,48±5,43 

Thy3 40,11±7,60 59,89±7,60 93,52±10,26 6,48±10,26 

Thy1 : avant floraison ; Thy2 :floraison ;Thy3 :après floraison  

 

La teneur en cendres du T. ciliatus ssp.coloratus  a été déterminée après incinération. La 

cendre grisâtre obtenue représente les diverses substances minérales. Elle est de 3,06±1,26 

au stade végétatif et de 4,48±5,43au stade de floraison, après floraison de l’ordre de 

6,48±10,26  (Tab.15). Ces taux ne dépassent pas les 15% ce qui corrobore avec la norme 

décrite dans  la pharmacopée européenne (2005). Les cendres totales traduisant la charge 

minérale des matières végétales (Paris et Moyse, 1976).  

En plus, la poudre de Thymus ciliatus est très riche en matière organique, ceci se traduit  

par des pourcentages allant de 93,52 à 96,93% (Tab.15).  
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4. Screening phytochimique de T. ciliatus. 

Le screening phychimique de la drogue de Thymus ciliatus ssp. coloratus  est mis en œuvre 

par des réactions en tube soit par précipitation, soit par coloration ou examen sous lumière 

UV. Ces réactions nous ont permis de caractériser la présence de certaines substances 

chimiques dans la drogue. Les résultats de screening phytochimique effectué sur la poudre 

de T. ciliatus ssp. coloratus sont rapportés dans le Tableau 16 

 

Tableau 16 : Caractérisation des groupes chimiques dans la poudre  

de T. ciliatus ssp. coloratus 

Les groupes chimiques Thy1 Thy2 Thy 3 

Tanins cathéchiques + + + 

Tanins galliques - - - 

Saponosides  - - - 

Anthocyanes + + + 

Leuco-anthocyanes - - - 

Alcaloïdes - - - 

Flavonoïdes + + + 

Cardinolides - - - 

Terpènes et stéroïdes + + + 

Anthraquinones - - - 

Composés réducteurs - - - 

Coumarines + + + 

        (+) : présence ; (-) absent ; Thy1 :avant floraison ; Thy2 :floraison ; Thy3 : après            

floraison  

                               

Les tests phytochimiques ont révélé la présence des flavonoïdes, des tanins cathéchiques, 

des coumarines, des anthocyanes et des terpènes et stéroïdes ; par contre il y a absence 

totale de cardinolïdes, alcaloïdes, composés réducteurs, leuco-anthocyanes et 

anthraquinones. L’indice de mousse calculé est de 60, Il est inférieur à 100 ce qui indique 

l’absence de  saponoside (Tab.16).  En comparant avec les travaux de Kholkhal, (2013
b
),  

le screening phytochimique   
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de la partie aérienne de T. ciliatus ssp. coloratus de la région de Tlemcen, a montré la 

présence de flavonoïdes, de tanins, de terpènes, ce qui est en accord avec nos constatations.  

Par contre celle des coumarines s’est révélée négatif,  qui  n’est pas dans nôtres cas. 

Kouche, (2015) témoigne également l’absence des coumarines lors de l’étude 

phytochimique de Thymus numidicus Poiret de la région d’Annaba. Par contre  une autre 

espèce du même genre Thymus vulgaris  est indiquée comme plante à coumarine (Mpondo 

et al., 2015). 

 

Les travaux antérieurs sur les tests phytochimiques du genre thymus ont démontré 

l’absence des anthocyanes (Kouche, 2015 ; Sayout et al., 2015 ; Kholkhal, 2013
b
) 

En outre, Sayout et al. (2015) ont indiqué lors de leur investigation (le screening 

chimique) de quatre espèces de thym au  niveau de deux organes (tige et feuille), qu’il y a 

une variation dans la présence ou l’absence des différents groupes chimiques. Elle dépend 

de l’espèce et de la partie de la plante étudiée, ils dénotent la présence des tanins galliques 

et catéchiques, flavonoïdes, stéroïdes et triterpénoïdes, térpenoïds, quinones et sucres 

réducteurs dans l’ensemble des organes  des plantes étudiées.  Cependant la variation est 

observée  au niveau des caroténoïdes, coumarines et saponosides.  

 

Le screening phytochimique de la partie aérienne de T.ciliatus ssp. coloratus  nous a 

permis d’expliquer en partie les propriétés thérapeutiques de nôtre plante. Elle est très riche 

en polyphénols (tanins, flavonoïdes, coumarines, anthocyanes) aux fonctions écologiques 

nombreuses, en rapport avec leur large spectre d’actions biologiques, qui confirme et 

justifie son utilisation en médecine traditionnelle par la population algérienne.  

 

Les tanins avec leurs propriétés de former des complexes avec les macromolécules en 

particulier avec les protéines,  présentent des propriétés anti diarrhétiques, antibactériennes 

et  antifongiques (Bruneton, 2009). 

Les flavonoïdes ont un important champ d’action et possèdent de nombreuses vertus 

médicinales, antioxydantes (Iserin, 2001), et  des propriétés anti-inflammatoires, 

inhibitrices d’enzymes,  antiallergiques, antiulcérogénes, et effets protecteurs vasculaires 

(Ghedira, 2005) et  antimicrobiens (Cushnie et Lamb, 2005) 

Les anthocyanes issus de l’hydrolyse des anthocyanidines (flavones) sont des puissants 

antioxydants (Iserin, 2001). 
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 Les coumarines ont des propriétés antipyrétiques, analgésiques, sédatives, anti-

œdémateuses et anti-convulsivantes,  la capacité de favoriser l’expulsion des gaz 

intestinaux entraînant une diminution des ballonnements et des flatulences (Mpondo et al., 

2015). 

 

5. Rendement des extraits bruts de T. ciliatus 

Pour l’obtention des differents extraits bruts de la partie aérienne de T.ciliatus broyée, nous 

avons réalisé une macération hydroalcoolique (Methanol à 70%) au cours des différents 

mois : mars, avril, mai, juin, juillet. Le rendement a été déterminé par rapport au matériel 

végétal, il est exprimé en pourcentage. Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 

34. 

 

Les résultats des rendements en extrait brut au cours des différents stades de 

développement de la plante sont plus ou moins variables. Ce taux augmente 

progressivement pour atteindre son maximum (13,9%) durant début de floraison puis, elle 

diminue après la floraison (4,7%). Le rendement maximum est donc obtenu au mois de mai 

(période de floraison). 

 

 

 

Figure 34 : Rendement en extraits bruts de T.ciliatus ssp.coloratus 
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La variation des taux d’extraits bruts au cours de différents stades de développement de la 

plante est liée aux facteurs climatiques et l’âge de la plante, Un rendement de 9,25%, de 

l’extrait brut a été obtenu à partir de la partie aérienne de la même espèce récoltée au mois 

de mai dans la région de Tlemcen, lors d’une étude entreprise par Kholkhal (2013
b
). C’est 

un pourcentage inférieur à celui obtenu dans notre étude (13,9%). Ceci pourrait être dû aux 

facteurs environnementaux. 

 

6. Rendements des  différentes extractions de T. ciliatus  

L’extraction avec les solvants à polarité croissante a permis d’obtenir quatre extraits  de 

Thymus ciliatus : l’extrait hexanique (EHex), l’extrait dichlorométhanolique (EDCM) et 

l’extrait méthanolique (EMeOH),  l’extrait aqueux (après les solvants) (EAq AS), en plus 

un extrait aqueux (EAqu) a été obtenu suite à une macération avec de l’eau distillée, ces 

extractions ont été effectuées par macération et  pendant les  trois  stades de 

développement  de la plante (avant, pendant et après floraison). L’extraction avec des 

solvants à polarité croissante  en utilisant comme technique d’extraction le soxhlet a 

permis également d’obtenir quatre extraits  de Thymus ciliatus récolté pendant floraison 

(EHexF-S, EDCMF-S, EMeOHF-S, EAqASF-S). Le calcul des rendements par rapport au 

poids total de la poudre de la partie aérienne est exprimé en pourcentage. Les résultats 

obtenus sont illustrés dans le tableau suivant (Tab.17). 

 

Les résultats obtenus (Tab.17) montrent  que le rendement le plus élevé est celui de 

l’extrait   méthanolique et l’extrait aqueux, suivis de l’extrait hexanique et le 

dichlorométhanolique.  Cela signifie que les extraits polaires (MeOH, Aqu) ont donnés les 

proportions les plus élevées en comparaison avec les extraits apolaires (Hex, DCM) 

pendant les différentes périodes. 

 

La variation observée des rendements à différentes extractions peut être attribuée à la 

polarité des différents composés, comme il a été rapporté dans la littérature (Ben El hadj 

ali et al., 2014). Cependant, nous avons remarqué que le rendement en extrait 

méthanolique de la période de floraison est le plus élevé (12,5%) par rapport aux autres 

extraits méthanoliques : végétative (10%) et après floraison (9,02%). Par contre les 

rendements d’extraits aqueux semblent être identiques durant les différentes extractions ; 

avant et pendant  floraison (12,5%), après floraison (12%). 
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Tableau 17 : Aspects, couleur et rendement des extraits de différentes extractions de 

Thymus ciliatus 

Période  Extrait Aspect Couleur Rendement(%) 

 Extraction par Macération  

AvF Hex Pâteux Vert foncé 5,78 

DCM Pâteux Vert foncé 1,31 

MeOH Pâteux marron 10 

Aqu  Poudre marron 12,5 

F Hex Pâteux Vert foné 1,96 

DCM Pâteux Vert foncé 1,77 

MeOH Pâteux marron 12,5 

Aqu AS Poudre marron 11,36 

Aqu Poudre marron 13 

ApF Hex Pâteux Vert foné 4,4 

DCM Pâteux Vert foncé 5,4 

MeOH Poudre miel 9,02 

Aque  Poudre marron 12 

 Extraction par Soxhlet  

F Hex Pâteux Vert foncé 1,8 

DCM Pâteux Vert foncé 3 

MeOH Pâteux marron 11,07 

Aqu AS Poudre marron 5 

F : floraison ; AvF : avant floraison ; ApF :après floraison  

 

 

Les extraits apolaires présentent des rendements qui varient de 1,31 à 5,78%. Le rendement 

le plus élevé est celui de l’extrait hexanique avant floraison. Cependant après floraison et 

pendant la floraison, les rendements sont de l’ordre de (4,4%) et (1,96%) respectivement. 

Les rendements des extraits dichlorométhanoliques sont globalement les plus faibles, un 

taux de 5.4% est   enregistré lors de l’extraction après floraison, qui est le plus élevé par 

rapport aux rendements obtenus pendant floraison (1,77%) et avant floraison (1,31%). 
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Les résultats démontrent l’effet de la période de récolte de la plante sur le rendement 

d’extraction, ceci est en relation avec sa  composition chimique à différents stades de 

croissance, qui se traduit par des modifications du métabolisme secondaire tout au long du 

développement de la plante, d’autre part ceci peut être lié aux conditions climatiques  

(température élevée, exposition solaire, sécheresse, salinité), qui stimulent la biosynthèse 

des métabolites secondaires tels que les polyphénols (Fadili et al., 2015). 

 

La variation du rendement d’extraction a été également attribuée à la technique 

d’extraction.  On observe que le rendement des extraits polaires : MeOH et Aqu obtenus 

par soxhlet sont de 11,07 et 5%, alors que ceux obtenus par macération sont : 12,5% et 

11,36% respectivement. Par ailleurs mis à part l’extrait DCM obtenu par soxhlet, nos 

résultats révèlent  que les plus importants rendements sont obtenus par macération par 

rapport à ceux obtenus par soxhlet. Ces constatations sont en accord avec les résultats 

rapportés par Bourgou et al. (2016). 

 

7. Analyse quantitative des extraits de T. ciliatus 

7.1. Dosage des polyphénols totaux et des flavonoïdes 

Le dosage des polyphénols totaux a  été effectué par la méthode  spectrophotométrique 

décrite par Singleton  et al., 1965 avec le réactif de Folin Ciocalteu. La courbe 

d’étalonnage est effectuée par ac gallique à différentes concentrations (Fig.35)  

Le contenu des flavonoïdes totaux (Fl) a été déterminé par la méthode de Trichlorure 

Aluminium décrite par Zhishen et al. (1999), la catéchine a été utilisée comme contrôle 

positif. La courbe d’étalonnage est effectuée par la catéchine à différentes concentrations 

(Fig.35)  
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Figure 35 : Courbe d’étalonnage (a) acide gallique (b) catéchine 
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7.1.1. Extraits bruts de T. ciliatus 

Les teneurs en polyphénols totaux dans la partie aérienne de T. ciliatus étudiées pour les 

différentes périodes  Mars, avril, mai, juin, juillet estimées par la méthode de Folin-

Ciocalteu pour chaque extrait brut a été rapportée en mg équivalent acide gallique /g de 

matière sèche (Fig.36). Les résultats indiquent que les teneurs en polyphénols varient 

significativement selon la période de récolte, la teneur la plus élevée est observée au mois 

de juin en pleine floraison avec une teneur de 44,22 ±1,13mg EAG/g MS, suivi du mois de 

mai (42,88±0,85 mg EAG/g MS), tandis que les teneurs les plus basses ont été enregistrées 

au mois de mars (28,94±0,87 mg EAG/g MS), avril (28,4±1,10 mg EAG/g MS), puis 

juillet (27,4±0,83 mg EAG/g MS). Ces résultats sont hautement différents avec p �0,001, 

on peut les classer en deux groupes présentant un taux élevé en PPT (Mai, Juin), l’autre 

groupe ayant une teneur plus faible (Mars, Avril, Juillet). 

 

 

Figure 36 : Teneurs en PPT et Fl  de Thymus ciliatus 

 

 Kholkhal, (2013
b
) ont trouvé dans leur étude de la partie aérienne de T. ciliatus ssp 

coloratus de Tlemcen  une concentration en PPT de 606,9mg EAG/g MS, qui est plus 

élevée que nos résultats. En comparant la teneur en PPT de T. ciliatus trouvée dans notre 

travail avec celles rapportées par d’autres auteurs sur Thymus sp. , nos résultats ont montré 

des teneurs élevées en PPT que celles décrites par Boulanouar et al. (2013) dans T. 

algeriensis (18,73±4,59 mg/g MS). 
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La figure 36 représente les teneurs en flavonoïdes des parties aériennes de Thymus ciliatus 

récoltées aux différents mois : Mars, avril, mai, juin, juillet dans la région de l’Edough -

Annaba. Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent catéchine par gramme de 

la matière végétale sèche (mg EC/g). Nous remarquons que les teneurs en flavonoïdes 

totaux sont variables et différentes de celles trouvées par Kholkhal. (2013
b
)  dont la 

concentration en flavonoïde pour l’extrait brut de T. ciliatus est de 62,4 mg EC/g MS. 

 

Les teneurs en flavonoïdes de T. ciliatus  présentent des différences hautement 

significatives (P�0,001), la teneur est maximale en période de floraison le mois de juin 

42,77 ±0,41mg EQ/g MS alors qu’elle est minimale au mois d’avril 14,55±1,47 mg EC/g 

MS, et  elle est suivie de manière séquentielle  de mois de juillet 18,35±1,25 mg EQ/g MS, 

mai 26,5 mg± EQ/g MS, et mars 29,97±0,51mg EQ/g MS. 

De ce fait nous avons classé les différents mois selon leurs concentrations en Fl : juin 

>Mars > Mai > juillet> Avril.  

 

D’après plusieurs auteurs ; La teneur en PPT et Fl n’est pas stable, elle varie d’une plante à 

une autre et entre les espèces du même genre (Djeridane et al., 2006 ; Sayout et al., 

2015). Selon l’origine géographique, le stade de développement (Cosmulescu and 

Trandafir, 2011 ; Xie et al., 2015), selon l’organe de la plante (Dif et al., 2015 ; El Haci 

et al., 2012), la variabilité biologique (Djeridane et al., 2006), la méthode d’extraction 

(Bourgou et al., 2016) et elle dépend aussi des conditions climatiques (Atanasova et al., 

2009).  

 

Ces résultats nous ont permis de conclure que  la teneur est maximale en période de 

floraison. Cette teneur élevée en PPT du T. ciliatus pourrait contribuer à une meilleure 

activité antioxydante. En effet,  plusieurs rapporteurs ont signalé que l’activité 

antioxydante de matières végétales est bien corrélée avec la teneur en composés 

phénoliques (Saeed et al., 2012 ; Gonçalves et al., 2013). les changements observés dans  

la teneur en PPT à différentes périodes de récolte, sont liés aux changements climatiques, 

et il semble que l’augmentation de la T°, et l’effet des jours long favorisent l’accumulation 

des PPT. Ceci est en accord avec plusieurs auteurs qui ont observé l’effet des conditions 

environnementales sur la qualité des principes actifs (PPT) dans plusieurs plantes 

(Cosmulescu et al., 2011). 
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On note que les PPT des  extraits étudiés présentent une bonne corrélation linéaire positive 

avec les teneurs en  flavonoïde avec un coefficient de corrélation R
2
=0,611(Fig.37). 
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Figure 37 : Corrélation entre les teneurs en  PPT et  Fl de T. ciliatus 

 

7.1.2. Extraits organiques de T. ciliatus 

Les concentrations moyennes en flavonoïdes totaux obtenues de T. ciliatus ont été évaluées 

à partir de l’équation de régression de la gamme d’étalonnage  établie avec la catéchine 

(Fig.35 ) et sont exprimées en mg équivalent catéchine par cent  gramme d’extraits  

(EQ/100g d’extrait), ainsi que les concentrations moyennes en polyphénols totaux 

obtenues de T. ciliatus ont été évaluées à partir de l’équation de régression de la gamme 

d’étalonnage  établie avec l’acide gallique (Fig.35 )et sont exprimées par mg équivalent ac 

gallique par  gramme d’extraits  (EAG/100g d’extrait) 

 

D’après le tableau 18, les teneurs en polyphénols totaux (PPT) enregistrées en équivalent 

d’acide gallique en mg par 100g d’extrait présentent des valeurs moyennes très variables, 

elles varient d’une période à une autres et d’un extrait à un autres,  allant de 0,949 à 991,35 

EAG/100g d’extrait, on note que les extraits obtenus pendant la floraison montrent les 

proportions les plus élevées en PPT, et ceci avec les deux méthodes d’extraction utilisées. 

 

En plus, l’extraction par soxhlet a donné de meilleures teneurs enregistrées en PPT 

comparativement avec celles obtenues par macération. Elles varient de 43,39±12,09 à 

991,35 mg EAG/100g d’extrait. 
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 Les teneurs les plus élevées ont été enregistrées pour l’EAqAS (991,35±00 mg EAG/100g 

d’extrait), et l’EMeOH (75,32±2,83 mg EAG/100g d’extrait), suivi de L’EDCM et l’EHex  

avec des teneurs respectives de (58,86±1,76 mg EAG/100g d’extrait) et (43,59±12,05 mg 

EAG/100g d’extrait). 

En second, les extraits obtenus par macération ont présenté également des teneurs élevées 

en PPT, parmi les quatre extraits testés, l’EAqAS a été enregistré comme le plus riche  

avec une teneur égale à (331,35±14,00 mg EAG/100g d’extrait), suivie de l’EDCM et 

l’EHex ont présenté (24,36±0,08 EAG/100g d’extrait) et (21,79±0,015 mg EAG/100g 

d’extrait) respectivement, l’extrait Aqu est de (21,34±1,01 EAG/100g d’extrait), cependant 

l’EMeOH (19,93±9,04 mg EAG100/g d’extrait). 

 

Parmi  les trois périodes de récoltes de T. ciliatus, nous avons remarqué que la période 

végétative est la plus pauvre en PPT dosés dans les différents extraits (Tab.18). On observe 

des teneurs qui varient de 0,949 à 17,17mg EAG/100g d’extrait, l’extrait le plus riche et le 

MeOH (17,17±7,95 mg EAG/100g d’extrait), suivi de DCM et Hex avec des teneurs 

(8,84±0,14 mg EAG/100g d’extrait) et (6,95±0,04 mg EAG/100g d’extrait) 

respectivement. L’extrait aqueux représente la plus faible valeur en PPT (0,949±0,03 mg 

EAG/100g d’extrait) 

. 
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Tableau 18 : Teneurs en polyphénols totaux et  en flavonoïdes totaux  des extraits  de 

Thymus  ciliatus 

Période Extrait  Teneur PPT en  
mgEAG/100g 

d’extrait 

TeneurFl 
mgEQ/100g 

d’extrait 

Macération  

 

Avant floraison 

Hex 6.95±0,04
fgh

 3.65±0.03
c
 

DCM 8.84±0,14
efgh

 2.79±0.03
c
 

MeOH 17.17±7,95
efg

 16.05±0.18
c
 

Aqu AS ND ND 

Aqu 0,949±0,03
h
 0,12±0,01

c
 

 

Pendant 

floraison  

Hex 21,79±0,15
ef

 9,33±0,01
c
 

DCM 24,36±0,08
e
 14.45±0,22

c
 

MeOH 19,93±09,04
ef

 12,34±0,02
c
 

Aqu AS 331,35±14,00
b
 142,52±0,03

b
 

Aqu 21,34±1,01
ef

 1,47±0,01
c
 

 

 

Après floraison  

Hex 9,86±0,11
efgh

 0,83±0,04
c
 

DCM 9,66±0,05
efgh

 7,49±0,11
c
 

MeOH 16,09±6,55
efgh

 8,02±0,03
c
 

Aqu AS ND ND 

Aqu 3,16±0,02
gh

 0,08±0,04
c
 

Soxhlet 

 

 

Floraison  

Hex 43.49±12,09
d
 16.99±0.07

c
 

DCM 58.86±1,79
d
 9.32±0.02

c
 

MeOH 75.32±2,38
c
 34.18±0.04

c
 

Aqu AS 991.35±00
a
 632,79±0.11

a
 

Dans chaque colonne ; Les valeurs sont une moyenne de trois essais±SD et portant 

différentes  lettres dans chaque colonne sont significativement différentes (p < 0,001) 

avec le test de Tukey 
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Concernant la période après floraison (Tab.18), elle présente aussi des teneurs faibles en 

PPT, elles varient de 3,16 à 16,09 mg EAG/100g d’extrait. L’extrait qui présente la teneur 

la plus élevée est le MeOH 16,09±6,55 mg EAG/100g d’extrait et la plus basse est l’extrait 

Aqu 3,16±0,02mg EAG/100g d’extrait. Les extraits Hex et DCM présentent des teneurs de 

9,86±0,11 et 9,66±0,005  EAG/100g d’extrait respectivement. 

 

On peut classer la richesse de nos extraits en PPT selon la période de récolte : floraison, 

après floraison, végétative, tandis que selon les extraits qui présentent les teneurs en PPT 

les plus élevées et les suivants : AquAS, MeOH, DCM, Hex, Aqu,  selon la méthode 

d’extraction  comme suit : soxhlet, macération. 

 

Nos  résultats sont similaires à ceux de Sarikurkcu et al. (2009), ils ont démontré que  

l’AquAS était nettement supérieur en PPT  que les extraits : MetOH, DCM, Hex. rapportés 

dans  Vitex agnus castus L. 

Dans une étude faite sur T. numidicus Poiret (Djeddi et al., 2015). Ils ont dosé des PPT 

dans les extraits de dichlorométhane, méthanol et méthanol-eau, et l'infusé, les résultats 

indiquent que les deux extraits de méthanol et méthanol-eau étaient les échantillons les 

plus riches en polyphénols avec des teneurs de 513,40 60 mg GAEs/g d'extrait et de 377,40 

mg GAEs/g d'extrait, respectivement. Ces résultats sont supérieurs aux nôtres en 

comparaison avec les extraits de méthanol. 

  

En outre, les teneurs en PPT des extraits Aqu  sont faibles pendant les différentes périodes 

par rapport aux autres extraits, dans la présente étude. Ceci est en accord avec les résultats 

obtenus par (Djeddi et al., 2015). Ils ont montré que l’infusé aqueux de T.numidicus Poiret 

a présenté la plus faible teneur en PPT  par rapport aux extaits : DCM, MeOH, MeOH-eau 

5:1 v/v dosés.  De même,  Kulšic et ses collaborateurs 2006, ont démontré que l’infusé 

aqueux préparée  à partir d’herbe de  Thymus vulgaris L. et Thymus serpyllum L. sont 

moins riche  en polyphénols totaux. Toutefois,  les travaux de Köksal et al. (2016), ont 

trouvé des teneurs élevées  en PPT dans le décocté aqueux préparée des feuilles de Thymus 

vulgaris  par rapport à l’extrait de l’éthanol, cela peut être expliqué par le fait que l’eau à 

haute température provoque la perturbation des cellules, facilitant la pénétration du solvant 

et la solubilisation des molécules (Albano et Miguel, 2011). 
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Le tableau 18 représente les teneurs en flavonoïdes totaux (Fl) exprimée par mg EQ/100g 

de la  partie aérienne de Thymus ciliatus récoltée aux différentes périodes dans la région de 

l’Edough -Annaba. Nous remarquons que les teneurs en flavonoïdes totaux sont variables 

et  varient entre 0,12 à 632,79mg EQ/100g. 

 

Les extraits obtenus pendant la période de floraison de la partie aérienne de T. ciliatus 

présentent des teneurs les plus élevées dans l’intervalle de 9,32±0,02 à 632,79mg EQ/100g 

obtenus par soxhlet, suivi  des extraits obtenus par macération, avec des teneurs qui varient 

de 1,47±0.01 à 142,52±0,03 mg EQ/100g. En second les extraits obtenus pendant la 

période végétative de T. ciliatus ont enregistré des teneurs de 0,08±0,01 à 16,05±0,18 mg 

EQ/100g, et en dernier les extraits obtenus pendant la phase après floraison du cycle du 

développement de T. ciliatus, semble être moins riche en Fl avec des teneurs enregistrées 

de 0,1±0,04 à 8,01±0,04 mg EQ/100g. 

 

Les extraits qui ont donné des teneurs élevées en Fl pour chaque période sont ; l’EAqu AS 

avec les deux méthodes d’extraction soxhlet (632,79±0,11mg EQ/100g) et macération 

(142,52mg ±0,03EQ/100g), suivi des extraits MeOH obtenus pendant le stade végétatif 

(16,05mg EQ/100g) et floraison (12,34mg EQ/100g) puis celui obtenu pendant le stade 

après floraison (8,01mg EQ/100g). 

 

les extraits DCM dosés ont montré des teneurs en Fl variables selon le stade de 

développement de la plante allant de 2,80 à 14,45mg EQ/100g, la teneur la plus élevée a 

été observée pendant la floraison (14,45±0,22mg EQ/100g) et la plus basse en période 

végétative (2,79±0,03 EQ/100g), cependant l’extrait hexanique a montré presque absence 

des Fl ; on a enregistré des valeurs qui varient de 0,83 à 16,99mg EQ/100g, et la teneur la 

plus élevée a été observée dans l’extraits obtenus pendant la floraison. 

 Le classement des extraits selon leurs concentrations Fl est le suivant : Aqu AS, MeOH, 

DCM, Hex, Aqu.  
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Il ressort de ces résultats que la quantification des PPT et Fl  a été influencée par : le stade 

de croissance de la plante, dans notre cas la période de floraison, également l’effet du 

solvant d’extraction (EAqS) ainsi que la méthode d’extraction (Soxhlet) Donc, on peut 

conclure à partir de ces résultats que les extraits polaires avaient plus de composés 

phénoliques que les extraits  apolaires, ces résultats sont similaires à ceux rapportés par 

Ben El Hadj Ali  et al. (2014)  pour une autre espèce du même genre Thymus numidicus 

Poir., et  pour une autre espèce de la même famille Marrubium deserti de Noé (Ghedadba 

et al., 2015). 

 

Selon une étude menée par Benmeziane et al. (2014) sur l’optimisation des paramètres 

d’extraction des composés phénoliques des grappes de Vitis vinifera, ils ont  démontré que 

la nature du solvant,  le temps et la température d’extraction  ont un effet significatif sur le 

taux des PPT et Fl. Les résultats ont révélé que le méthanol était de meilleur solvant que 

les autres (Hex, DCM, Aqu) dans l'extraction des polyphénols, des flavonoïdes, en raison 

de leur polarité et une bonne solubilité pour les composants phénoliques du matériel 

végétal.  

 

Plusieurs auteurs rapportent que la solubilité des composés phénoliques est influencée par 

le solvant utilisé et par le procédé d'extraction (Ben El Hadj Ali  et al., 2014 ; Al Jadidi et 

al., 2015 ; Djeddi et al.,  2015). En plus, la polarité du solvant jouera un rôle clé dans 

l'augmentation de la solubilité des composés phénoliques (Naczk et Shahidi, 2006).  

 En outre, la détermination de la teneur en phénols totaux et flavonoïdes totaux donne une 

idée sur le  potentiel antioxydant des extraits. La plupart des études expliquent la variation 

du potentiel antioxydant en fonction des solvants d’extraction selon leur polarité (Tepe et 

al., 2005
b
 ; Tamert et Latreche, 2015). 
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8. Activité antibactérienne  

L’aspect qualitatif de l’activité antibactérienne de l’HE sur les souches étudiées à été 

déterminé par la méthode de diffusion des disques en milieu solide MH similaire à 

l’antibiogramme. La sensibilité des souches se traduit par l’apparition d’une zone 

d’inhibition autour des disques (halo). 

 
8.1. Aromatogramme de l’Huile Essentielle de P. helepensis 

La lecture s’effectue par la mesure du diamètre de la zone d’inhibition, qui se traduit par 

un halo translucide autour de chaque disque. La présence ou l'absence d’un halo 

expliquerait la sensibilité ou la résistance des germes vis-à-vis des extraits testés. Selon une 

échelle de notation symbolique allant de – à +++ et dont la lecture d’après Meena  et 

Sethi, (1994) se fait comme suit : 

� Ø < 10 mm : huile essentielle (HE) sans action  inhibitrice (-)  

� 16 > Ø � 10 mm : HE à une action inhibitrice intermédiaire (+) 

� 25 > Ø �16 mm : HE à une action inhibitrice importante (++) 

�  Ø�25 mm : HE à une action inhibitrice très efficace (+++)   

 

Tableau 19 : Activité inhibitrice de l’huile essentielle des aiguilles  

de P. halepensis Mill. et anti biotique pour les trois souches  bactériennes. 

Souches HEm HEm’ HEm’’ HEz HEz’ HEz’’ antibiotiques 

PIP CAZ OXA 

E. coli - - + + - + nd nd R 

P. aeruginosa + + + - - - S R nd 

S. aureus + + + + + - R R nd 

HE: huile essentielle brute; HE’: HE diluée à ½ (v/v); HE’’: CAZ: ceftazidine ; PIP :pipéracilline   

OXA :oxacilline ; R :résistante ;S :sensible HE diluée à ¼ (v/v);  m:lac Mellah; z: Zaarouria ; nd : 

non déterminée 
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L’évaluation In vitro de l’activité antibactérienne, des huiles essentielles testées,  est 

effectuée par la méthode de disques. La mesure en millimètre, du diamètre des zones 

d’inhibition des cultures, permet d’évaluer l’efficacité ou non de l’huile essentielle sur les 

germes testés. D’une manière générale, les huiles essentielles testées ont exercé une 

activité antibactérienne plus accrue que celle enregistrée en présence des antibiotiques 

testés. 

 
A travers nos résultats (Tab.19), l’huile essentielle brute des aiguilles de pin du lac Mellah 

a montré un effet inhibiteur contre les souches testées. Cet effet est similaire à celui 

provoqué par l’HE des aiguilles provenant de Zaarouria. La souche S. aureus, Gram(+), est 

plus sensible  qu’E. coli et P. aeruginosa, Gram(-), sous l’action des extraits testés. 

Plusieurs  travaux  ont rapporté que les bactéries Gram(+) sont plus susceptibles aux huiles 

essentielles que les bactéries Gram(-) (Xianfei et al., 2007). 

 

8.2. Aromatogramme de l’HE de T. ciliatus  

L’évaluation de l’activité antibactérienne  des huiles essentielles de Thymus ciliatus  de 

Ain Barber (Seraidi-Annaba) a été effectuée par la méthode de diffusion en milieu solide 

(aromatogramme), qui est une technique qualitative basée sur la mesure des diamètres des 

zones d’inhibition en mm autour du disque, afin de vérifier si l’HE testée présente un effet 

sur la croissance bactérienne, la quantité des HEs brutes déposée sur les disques est de 6 �l. 

Les souches bactériennes  étudiées proviennent du laboratoire de l’Hôpital Ibn Rochd. 

Les résultats de l’aromatogramme de l’huile essentielle de T. ciliatus  à différents stades de 

croissance sont regroupés dans le tableau 20 (Annexe2). D’après les valeurs enregistrées, 

toutes les souches bactériennes testées ont montré une sensibilité à l’HE qui varie 

significativement (p<0,005). 

 
En effet, la variation de l’activité antibactérienne en terme de diamètre d’inhibition est en 

fonction de l’HE (selon la période de récolte) et en fonction de la souche bactérienne. 

 La mesure des diamètres des zones d’inhibition qu’exprimait  l’HE avant floraison de 

Thymus ciliatus donnait des valeurs  moyennes extrêmes de 28 à 61,6 mm. Le plus grand 

diamètre d’inhibition est obtenu avec Staphylococcus aureus(3) (61,6 mm), et le plus petit  
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avec Staphylococcus aureus(1) (28 mm).  L’activité  antibactérienne de l’HE  avant 

floraison  est plus importante contre Staphylococcus aureus(3) (61,6 mm), Staphylococcus 

aureus ATCC25923 (58,3 mm)  et Escherichia coli (51,6 mm) suivi de   Proteus mirabilis 

(47 mm). 

 
Les résultats de l’aromatogramme des huiles essentielles début floraison sont représentés 

dans le tableau 20.  La mesure des diamètres des halos d’inhibition qu’exprimait l’HE de 

Thymus ciliatus donnait des valeurs moyennes qui varient significativement (p<0,0001) de  

(07 mm) à (50,8 mm). Le plus grand diamètre d’inhibition est obtenu avec Staphylococcus 

aureus(4) (50,8 mm), et le plus petit avec Proteus mirabilis (07 mm). On note une activité 

très efficace contre Staphylococcus aureus (4), (3) et (2) ainsi que  Klebsiella oxytoca avec 

des zones d’inhibition de (50,8 mm), (46 mm), (43 mm) et (45,6 mm) respectivement,  par 

contre elle est  moindre contre les autres souches Klebsiella  pneumoniae ATCC700603 

(24,5 mm) suivi de Pseudomonas aeruginosa   ATCC27853 (12,2 mm).  

 
Concernant l’HE  après floraison, les résultats de l’évaluation qualitative de l’activité 

antibactérienne sont consignés dans le tableau 20.  L’étude  a révélé une grande sensibilité 

des souches vis-à-vis de l’HE (après floraison), et les plus sensibles sont Staphylococcus 

aureus(1), Staphylococcus aureus(4) et Klebsiella oxytoca  avec des diamètres des zones 

d’inhibition  (66,3 mm), (68 mm) et (65,3 mm) respectivement. On constate que  le plus 

grand diamètre d’inhibition est obtenu avec Staphylococcus aureus(4) (68 mm) et le plus 

petit avec Pseudomonas aeruginosa ATTC27853 (16,8 mm).  
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Tableau 20 : Résultats de l’aromatogramme des huiles essentielles de Thymus ciliatus  

 

Les résultats sont exprimés  sous forme de moyenne de trois essais±SD et Les valeurs marquées par lettres 

différentes sont significativement différentes (p < 0,001) avec le test de Tukey (HE2, 3) et(p < 0,005) avec le 

test de Tukey (HE1) ;  ND : Non déterminée ; AvF : avant floraison ; AF: Après floraison ; F : pendant 

floraison ; GEN :Gentamicine ; OFX :Ofloxacine ; nd : non déterminée. 

 

 

 

 

 
 

Nom de la souche  Diamètre des zones d’inhibition 

en mm 

Antibiotique 

 HEAvF HEF HEApF  GEN   OFX 

Gram(-)   

K. oxytoca 46,1±0,3ab 45,6±2,69a 65,3±0,50a ND 10±1,41bc 

C. freundii 30±0,70ab 28±0,76abc 24,8±0,17bc 00±00e 00±00c 

P. mirabilis 47±1,07ab 07±0,17c 55±1,52ab ND 00±00c 

E. coli 

ATCC25922 

51,6±1,71ab 34,7±0,98abc 55,1±1,68ab 14,5±0,70c 10±00bc 

P. aeruginosa   

ATCC27853 

29±0,45b 12,2±0,15bc 16,8±0,99c 00±00e 17,35±1.34b 

K. pneumoniae 

ATCC700603 

39±0,28ab 24,5±0,48abc 51±0,51ab 9,50±0,70d 20,3±0,42b 

Gram(+)   

S. aureus (1) 28±0,61b 27,7±0,83abc 66,3±1,26a 10,00±00d 19,4±0,28b 

S. aureus (2) 49,3±0,77ab 43±00a 61,1±1,78a 18,00±1,41b 23,35±0,35b 

S. aureus(3) 61,6±0,14a 46±00a 56,3±0,43ab 00±00e 20,00±00b 

S. aureus(4) 51,5±1,02ab 50,8±1,43a 68±0,75a 19,05±0,24b 23,60±0,14b 

S. aureus(5) 30,7±1,89ab 24,5±1,13abc 55±1,52ab 00±00e 00±00c 

S. aureus 

ATCC25923 

58,3±0,76ab 37,5±00ab 64,6±0,62a 23,00±1,69a 30,90±12,7a 
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L’étude de l’activité  antibactérienne des huiles essentielles de T. ciliatus  a démontré que 

l’HE  après floraison est la plus efficace par rapport aux autres HEs testées,  nos résultats 

rejoignent ceux de Marino et al. (1999), qui attestent que les HEs obtenues à partir des 

plantes récoltées pendant ou après floraison possèdent la plus forte activité antibactérienne. 

 

Bounatirou et al. (2007), ont montré également  que le stade de développement de la 

plante pourrait avoir un effet sur son activité antibactérienne,  lors d’une étude menée sur 

l’HE de T. capitatus. Après avoir été modeste au stade végétatif, l’activité antibactérienne 

de l’espèce a été remarquablement forte après floraison. 

 
Les trois HEs testées ont présenté un large spectre d’action agissant aussi bien sur les 

bactéries à Gram(+) que sur les bactéries à Gram(-), en plus les zones d’inhibition sont 

supérieures que celles obtenues avec la gentamicine et l’ofloxacine (Tab.20). 

  

Dans cette étude on constate que les  souches Gram(-) apparaissent plus résistantes que les 

Gram(+) vis-à-vis des HEs testées. Cette constatation est en accord avec les données de la 

littérature. En effet, plusieurs auteurs ont rapporté comme étant que de nombreuses HEs 

exercent in vitro, des effets négatifs sur la croissance des bactéries, elle est  plus importante 

sur les bactéries Gram positif que sur les bactéries Gram négatif (Okoh et al., 2010 ; Illic 

et al., 2014 ;  Cimanga et al., 2002). 

 
L’ensemble des résultats montre que les HEs  testées sont très actives vis-à-vis des souches 

bactériennes testées, donnant des diamètres d’inhibition nettement supérieurs à 20mm 

(Rota  et al., 2008), le grand pouvoir bioactif observé des HEs étudiées est attribué 

principalement à leur composition chimique et particulièrement à leurs teneurs élevées en 

phénols terpéniques (thymol et carvacrol), HEAvF (33,39-24,16%), HEF(29,52-30,85%), 

HEApF(21,02-31,37%).  

D’une façon générale, l’activité antimicrobienne des HEs  selon leur constituant 

majoritaire a été classée par plusieurs auteurs dans l’ordre décroissant suivant : phénol > 

alcools > aldhéhydes > cétones > oxydes > hydrocarbures > ésters (Boukhebti et al., 

2011 ; Gabriel et al., 2013). 
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 Plusieurs travaux ont montré que les HEs de différentes espèces de thym riche  en 

composés phénoliques, ont un large spectre d’inhibition vis-à-vis des bactéries Gram(+) et 

Gram(-) (Illic et al., 2014 ; Burt, 2004 ; Goetz et Ghedira, 2012 ; Giordani  et al., 

2008). D’ailleurs les composés phénoliques possèdent le plus large spectre d’activité 

antibactérienne et pourraient être des agents bactériostatiques ou bactéricides en foncions 

de leur concentration utilisée (Dorman et Deans, 2000), leur effet est lié à leur 

groupement hydroxyle libre qui permet une bonne solubilisation dans le milieu, leur 

mécanisme d’action serait lié a leur caractère hydrophobe avec un système d’électrons 

délocalisés de leur structure moléculaire (Ben Arfa et al., 2006) et plus spécifiquement ces 

composés agissent sur la perméabilité  membranaire (Lambert, 2001).  

 
Le thymol et le carvacrol font partie des terpènes les plus efficaces contre les bactéries, 

surtout les bactéries pathogènes (Lee et al., 2004), selon l’étude de Ultee, (2000).  Le 

thymol  peut causer des perturbations de la membrane cytoplasmique des bactéries (la 

pompe à proton), et  il induit une coagulation du cytoplasme (Bakkali et al., 2006), une  

fuite des ions et des autres constituants  de la cellule a été mise en évidence en présence de 

thymol (Tassou et al., 2000) ; il peut aussi inhiber les enzymes impliquées dans la 

synthèse de l'ATP.  

 

 D’ailleurs, le carvacrol  également  (comme le thymol) cause des dommages au niveau de 

la structure et fonction de la membrane cytoplasmique en augmentant sa perméabilité (Ben 

Arfa et al., 2006), De plus, sur les bactéries à Gram(-), le carvacrol et le thymol pourraient 

aussi entrainer une désintégration de la membrane externe et un relargage des matériaux de 

cette membrane (lipopolysaccharide LPS, protéines, lipides) (Helander et al., 1998). Il a 

été aussi démontré que le carvacrol inhibe la formation des flagelles chez Escherichia coli 

(Hyldgaard et al., 2012). Cependant la position relative du groupement hydroxyle sur le 

noyau phénolique ne semble pas influer fortement sur le degré d’activité du thymol et 

carvacrol (Xu et al., 2008),  sachant qu’ il a été démontré que ces derniers agissent 

différemment contre des espèces Gram(+) et Gram(-) (Goetz et Ghedira, 2012 ; Burt,  

2004; Dorman et Deans, 2000). 
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Les valeurs exprimées des trois HEs étudiées indiquaient une bonne activité anti-

Pseudomonas. Cette action antibactérienne serait attribuée aux dérivés phénoliques qui les  

caractérisent (carvacrol et thymol). Ces derniers peuvent déstabiliser la membrane 

cytoplasmique interférant ainsi avec le métabolisme énergétique et l’intégrité cellulaire 

(Goetz et Ghedira, 2012) en augmentant la perméabilité membranaire, induisant le 

collapse du potentiel membranaire et en inhibant l’activité respiratoire conduisant ainsi à 

une perte de la viabilité cellulaire (Bouhdid et al., 2012). 

 

8.3. Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) de l’HE de  T. ciliatus. 

La méthode de macro-dilution en milieu liquide est réalisée pour la détermination  de la 

Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) en exposant les souches à diverses 

concentrations d’HEs. Les CMI sont inversement proportionnelles aux diamètres des zones 

d’inhibition, obtenus avec l’aromatogramme (Xianfei et al., 2007 ; Sandri et al., 2007 ; 

Aouni et al., 2013), cependant  les huiles essentielles  qui présentaient de grandes zones 

d'inhibition pour une bactérie donnée ont montré la plus faible valeur de CMI (Tab.21), 

sachant que la CMI correspond à la première dilution où la croissance est négative (pas de 

culture visible) par évaluation macroscopique (Al-Reza et al., 2010).  
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Tableau 21 : Concentration Minimal Inhibitrice (CMI) de l’HE de T. ciliatus 

Nom de la souche                                         CMI mg /ml 

  HEAvF HEF HEApF 

Gram(-) 

Klebsiella oxytoca 1,25 2,5 1,25 

Citrobacter freundii 2,5 2,5 2,5 

Proteus mirabilis 1,25 2,5 0,623 

Escherichia coli ATTC25922 1,25 1,25 0,3 

Pseudomonas aeruginosa ATTC27853 �5 �5 �5 

Klebsiella  pneumoniae ATTC700603 1,25 2,5 1,25 

Gram(+) 

Staphylococcus aureus (1) 2,5 2,5 2,5 

Staphylococcus aureus (2) ND 1,25 ND 

Staphylococcus aureus(3) ND 1,25 ND 

Staphylococcus aureus(4) 2,5 2,5 1,25 

Staphylococcus aureus(5) 1,25 2,5 1,25 

Staphylococcus aureus ATTC25923 0,635 1,25 0,3 

          Les valeurs représentent la moyenne écart type (n=2), ND : Non déterminée ; AvF : avant floraison ;            

            ApF: Après floraison ; F : pendant floraison  

 

Le tableau 21  montre que l’HE avant floraison a  inhibé la croissance bactérienne de 

toutes les souches testées sauf  Pseudomonas aeruginosa   ATTC27853 qui s’est montré 

résistante, les valeurs moyennes de CMI obtenues varient entre 0,635 et 2,5 mg /ml, la 

valeur de la CMI  la plus élevée a été observée avec Citrobacter freundii et Staphylococcus 

aureus(1) et la plus faible donc meilleure activité avec Staphylococcus aureus ATTC25923.  

 

L’HE pendant floraison a manifesté  un  effet inhibiteur, dont les valeurs  de la CMI 

varient entre 1,25 et 2,5 mg /ml vis-à-vis des souches testées  sauf P. aeruginosa (Tab.14). 

La plus faible valeur 1,25 mg/ ml a été observée chez S. aureus ATTC25923, S. aureus(2), 

S. aureus(3), E. coli ATTC25922, la  valeur 2,5 mg /ml  a été enregistrée  chez   S. 

aureus(1), (4) (5) et P. mirabilis. K.  pneumoniae ATTC700603 ; K. oxytoca. 
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Staphylococcus aureus ATTC25923 s’est montré  le plus  sensible, dont la croissance a été 

inhibée à partir de la concentration de 0,3 mg/ml, suivi de Proteus mirabilis  avec une CMI 

de 0,625 mg/ml et ce vis-à-vis d’HE après floraison, d’autres valeurs plus élevées ont été 

enregistrées  avec une  CMI  de 1,25 mg/ml  chez E. coli ATTC25922,  K. oxytoca, K.  

pneumoniae  ATTC700603, Staphylococcus aureus,   tandis que la CMI de 2,5 mg/ml  a été 

enregistrée  chez   S. aureus(1), (4),  C. freundii, P. mirabilis , on note une résistance de P. 

aeruginosa vis-à-vis de HE après floraison(Tab.21) 

 
Les résultats obtenus montrent que les HEs de T. ciliatus  ont exercé une importante 

activité inhibitrice vis-à-vis des bactéries  testées, sauf pour Pseudomonas aeruginosa   

ATTC27853, s’est révélé plus résistante ;  En effet, La résistance de P. aeruginosa a été 

signalée dans plusieurs recherches (Viljoen et al., 2003 ; Kouch et al., 2014 ; Ghedira et 

Goetz, 2012). En plus, cette bactérie a une capacité à former un biofilm, une organisation 

complexe composée de différentes couches, dans laquelle les bactéries se trouvent dans des 

conditions physiologiques spécifiques à leur situation (Randrianarivelo et al., 2009). 

. 
 Plusieurs  travaux ont rapporté que les bactéries Gram(+) sont plus sensibles aux huiles 

essentielles que les bactéries Gram(-) (Wan et al., 1998 ; Benchabane et al., 2015 ; 

Kheyar et al., 2014; Sadou et al., 2015).  La résistance élevée des bactéries Gram(-) est 

attribuée à la présence d’une membrane externe, imperméable aux composés hydrophobes 

grâce à leur revêtement lipo-polysaccharide. L'absence de cette barrière, chez les bactéries 

Gram(+) permet le contact direct des constituants hydrophobes de l'huile essentielle avec la 

bicouche phospholipidique de la membrane cellulaire, provoquant ainsi soit, une 

augmentation de la perméabilité des ions et la fuite des constituants intracellulaires vitaux, 

soit une déficience au niveau du système enzymatique (Okoh et al., 2010).   

 

Les souches bactériennes testées et la méthode utilisée pour évaluer l’activité 

antibactérienne peuvent également être la cause de divergences dans les résultats 

(Hammer et al., 1999). 

Une interprétation plus précise a été apportée par Sartoratto et al. (2004), selon eux 

l’extrait étudié possèderait une forte inhibition si sa CMI est inférieure à 0,5 mg/ml, elle 

serait modérée si elle est comprise entre 0,6 et 1,5 mg/ml et enfin faible si elle est 

supérieure à 1,6 mg/ml. Dans notre cas, l’HEApF a présenté l’activité inhibitrice la plus  
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élevée en comparaison avec toutes les HEs testées, on dénote une forte inhibition vis-à-vis 

de deux souches de référence  E. coli ATTC25922 et Staphylococcus aureus ATTC25923 

(Tab.21). Néanmoins leur effet n’exercent qu’une activité faible a modérée sur les autres 

souches. 

 
L’effet inhibiteur et l’activité antibactérienne de l’HE  de T. ciliatus  de la région de 

Annaba a chémotype (thymol /carvacrol, 57,66/16,19%), plus précisément de Berahel  a 

été  également testée contre des souches  P. aeruginosa résistantes carbapénène, la CMI 

obtenue est de (1,78 mg/ml ) (Amrouni et al., 2014) , dans la même étude  d’autres 

souches de références ont été testées  P. aeruginosa  ATCC27853  ( 1,83 mg/ml ) , E. coli 

ATCC25922  (0,46 mg / ml  ) et S. aureus ATCC29213 (0,23 mg/ml ). Ces  valeurs  de 

CMI sont inférieures à nos résultats, tandis que les diamètres des zones  d’inhibition 

obtenus n’ont pas dépassé  37,5 mm. Ils sont inférieurs aux nôtres.  

 
Bekhechi et al. (2007)  ont testé l’HE de T. ciliatus à chémotype carvacrol (72,4-80,3%) 

de huit provenances de Tlemcen et ils ont trouvé un  très fort pouvoir inhibiteur contre des 

bactéries pathogènes,  dont les CMI  sont comprises entre (920-1000µg/ml), tandis que  

inactive  contre P. aeruginosa ATCC27853. 

Ghorab et al. (2013)  ont  étudié le pouvoir antibactérien des HEs de T. ciliatus à 

chémotype (thymol, 54,58%)  sur plusieurs souches notamment Staphylococcus aureus 

ATCC43300 , P. aeruginosa  ATCC27853 , P. mirabilis, E. coli ATCC25922,  K . oxytoca, 

K.  pneumoniae,  S. aureus,  E. aerogenes, P. mirabilis. Ils ont trouvé des zones 

d’inhibition comprises entre 17 et 20 mm, ces valeurs ne dépassent pas celles trouvées 

dans notre étude (12,2- 68mm), cependant  la croissance bactérienne  a été inhibée dans 

une gamme de concentration  10,8 à 27 µg/ml   . 

 
Par ailleurs ; l’HE de  T. ciliatus  du Maroc à chémotype  (thymol, 44,2%) a également été 

étudiée pour son action sur quatre bactéries  par Amarti et al. (2010).  L’HE a été très 

efficace contre les souches testées, une sensibilité plus importante vis-à-vis  de S. aureus, 

B. subtilis  que E. coli,  M. luteus   avec des  CMI  de 1/5000 et 1/3000 v/v respectivement.  
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Nous avons comparé nos résultats avec ceux d’Illic et ses collaborateurs (2014) , qui  ont 

déterminé la CMI de l’HE de T. glabrescens  à chémotype (géraniol/thymol, 

23,33/13,79%)  sur 13 souches bactériennes notamment : Staphylococcus aureus 

ATCC29213(2508,4µg/ml), P. aeruginosa ATCC27853 (5016,8 µg/ml), E. coli 

ATCC25922 (2508,4µg/ml),  K. pneumoniae ATTC700603 (5016,8 µg/ml) et également 

avec composé isolé  (thymol)  contre  Staphylococcus aureus ATCC29213 (780,8µg/ml), 

P. aeruginosa ATCC27853 (3123,2 µg/ml), E. coli ATCC25922 (2508,4µg/ml), K. 

pneumoniae (1561,6 µg/ml). Ces valeurs sont élevées par rapport aux valeurs enregistrées 

dans l’activité antibactérienne de l’HE (thymol/carvacrol) dans notre étude. On constate 

que nos résultats corroborent à ceux d’autres recherches qui ont montré que l’activité 

antibactérienne de l’HE de thym est supérieure à celle de son composé majoritaire thymol 

testé séparément.  

 
Dans la même étude menée par Illic et al. (2014), ils  ont  rapporté  que l’activité de l’HE 

de T. glabrescens associe avec un antibiotique chloramphénicol  et thymol/ 

chloramphénicol  ont montré un effet synergique, avec diminution de la CMI  par rapport 

chloramphénicol seul  de 5 à 10 fois sur toutes les souches testées sauf S. aureus. 

Par ailleurs, l'activité antibactérienne de nos HEs peut aussi, être attribuée au phénomène 

de synergie entre tous les constituants volatiles. Les interactions synergiques entre les 

différents composés peuvent être à l'origine d’une activité beaucoup plus prononcée que 

celle prévisible pour les composés majoritaires. Ceci est confirmé par plusieurs études 

(Burt, 2004 ;  Randrianarivelo et al., 2009). 

 

 Lambert et al. (2001) ont démontré que  l’action de thymol/ carvacrol ne  présente 

aucune synergie  ni antagonisme  (composant majoritaire d’origan) sur la membrane 

bactérienne. Les composes mineurs favorisent le transport des composant majeurs pour  

fixation sur  les parois et membranes cellulaires, ou d'aider à la distribution cellulaire 

créant ainsi un effet synergique. Étant donné que les composants mineurs jouent également 

un rôle critique dans  l’activité antibactérienne (Bekkali et al., 2008 ; Rota et al., 2008). 

Effectivement, des études ont démontré qu’il existe un effet de synergie entre le carvacrol 

et son précurseur, le p-cymène, lorsqu’il est testé seul. Il exerce une faible activité  
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antibactérienne ; mais il entraîne une expansion de la membrane plasmique plus que le 

carvacrol. Il facilite, par conséquent, au carvacrol l’entrée dans la cellule bactérienne 

(Ultee et al., 2000). 

 
On conclut que  la variation de  la composition chimique entre les échantillons de l’HE est 

suffisante pour être à l’origine de la variabilité dans le degré de sensibilité  des bactéries 

Gram(+) et (-) testées. Ceci s’explique par le fait  que les constituants des HEs présentent 

différents degrés d’activité.  Il est connu que la composition chimique de l’HE d’une 

espèce peut varier selon l’origine géographique et la période de récolte…etc  

 
Nos résultats sont difficilement comparables avec ceux de la bibliographie étant donné que 

les méthodes utilisées sont différentes. Ceci limite la comparaison entre les études et 

pourrait conduire à la duplication des travaux (Burt, 2004). 

 

 L’activité antibactérienne des HEs du genre thymus a fait l’objet d’un grand nombre de 

travaux, dont plusieurs ont noté la forte activité de ces HEs (Nabavi et al., 2015 ; Rota et 

al., 2008), nos résultats  confirment ces notations.  

 

8.4. Concentration Minimal Bactéricide (CMB) de l’HE de T. ciliatus 

L’inoculation sur milieu gélosé est nécessaire pour déterminer la nature de l’activité 

antimicrobienne (bactéricide ou bactériostatique), les suspensions de cellules (0,1 ml) à 

partir des tubes ne présentant pas de croissance, puis ont été repiquées sur gélose  afin de 

déterminer si l'inhibition est réversible ou permanente.  La CMB a été déterminée comme 

la dilution la plus élevée (concentration la plus faible) pour laquelle il n’y a pas de  

croissance qui est produite sur de gélose (Randrianarivelo et al., 2009), les CMB des HEs 

de T. ciliatus testées sont présentées dans le tableau 22 Bien que les résultats des  CMI et 

CMB sont variés entre les organismes, dans la plupart des cas la CMI était équivalente à la 

CMB, ce qui indique une action bactéricide des HEs testées. 

 

Les HEs ont présenté  des CMB moyennes entre 0,6 et 5mg/ml sauf pour P. aeruginosa  

qui s’est montré plus résistante. L’HE avant floraison a montré  un  effet bactéricide, dont 

les valeurs  de la CMB varient entre 1,25 à 5 mg/ml vis-à-vis des souches testées  sauf P. 

aeruginosa (Tab.22). La plus faible valeur 1,25 mg/ml a été observée chez Klebsiella   
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pneumoniae ATTC700603, Escherichia coli ATTC25922  et Klebsiella oxytoca pour 

l’HEAvF. L’HE pendant floraison a également manifesté  un  effet bactéricide, dont les 

valeurs de la CMB varient entre 1,25 à 5 mg/ml vis-à-vis des souches testées, sauf  P. 

aeruginosa (Tab.15). La plus faible valeur 1,25 mg/ml a été observée chez S. aureus 

ATTC25923.  Cependant, l’HE après floraison a manifesté  un  effet bactéricide  plus 

important, dont les valeurs varient entre 0,6 à 2,5 mg/ml vis-à-vis des souches testées  sauf 

P. aeruginosa aureus.  ATTC25922,   La plus faible valeur 0,6 mg/ml a été observée chez 

Escherichia coli ATTC25922. 

 

Tableau 22: Concentration Minimal Bactéricide  (CMB) de l’HE de T. ciliatus 

Nom de la souche                                  CMB mg /ml 

  HEAvF HEF HEApF 

Gram(-) 

Klebsiella oxytoca 1,25 2,5 1,25 

Citrobacter freundii 5 2,5 1,25 

Proteus mirabilis 2,5 �5 1,25 

Escherichia coli ATTC25922 1,25 2,5 0,6 

Pseudomonas aeruginosa 

ATTC27853 

�5 �5 �5 

Klebsiella  pneumoniae 

ATTC700603 

1,25 5 1,25 

Gram(+) 

Staphylococcus aureus (1) 5 2,5 2,5 

Staphylococcus aureus (2) ND 2,5    ND 

Staphylococcus aureus(3) ND 5    ND 

Staphylococcus aureus(4) 2,5 5 5 

Staphylococcus aureus(5) 2,5 5 1,25 

Staphylococcus aureus ATTC25923 2,5 1,25 2,5 

              ND : Non déterminée ; AvF : avant floraison ; ApF: Après floraison ; F : pendant floraison  
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Il existe deux profils d’activité antimicrobienne, une activité dite létale avec un effet 

bactéricide et une activité d’inhibition de la croissance avec un effet bactériostatique. De 

plus en plus d’études montrent que les HEs possèdent, outre un effet bactériostatique qui 

est généralement admis, un effet bactéricide en particulier en raison de certains de leurs 

composés (Aouni et al., 2013). L’étude de l’effet bactéricide des HEs est intéressante pour 

lutter contre la faculté des micro-organismes à développer une biorésistance ou une multi 

résistance vis-à-vis des agents classiquement utilisés. En effet, la richesse des HEs en 

plusieurs composés biochimiques actifs leur confère un large spectre d’effet antimicrobien 

et limite ainsi le risque de résistance des souches en raison de la synergie des composés 

actifs encore majorée par l’association de plusieurs HEs (Bouhdid et al., 2012). Ainsi, la 

diversité des composés actifs à pouvoir antimicrobien au niveau d’une HE rend la 

résistance difficile, voire impossible puisque les souches microbiennes ne peuvent pas 

développer des mutations conduisant à des résistances simultanées vis-à-vis de toutes les 

molécules bioactives. 
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8.5. Extraits organiques  de T. ciliatus 

Nous avons étudié in vitro le pouvoir antibactérien des extraits de Thymus ciliatus  par la méthode de diffusion des disques sur  milieu solide  

(Muller Hinton). L’activité antibactérienne de nos produits est estimée en termes de diamètre de la zone d'inhibition autour des disques 

contenant les extraits, les résultats de l’activité antibactérienne des différents extraits sont rapportés dans le tableau 23 

 

Tableau 23 : Diamètres des zones d’inhibition des différents extraits de T. ciliatus ssp. coloratus (mm) 

Nom des souches  EAvF EF EApF 

Hex Dich MeOH Hex Dich MeOH AQS AQ Hex Dich MeOH 

Klebsiella oxytoca ND ND ND - 7±0,1 12±0,3 8±00 ND ND ND ND 

Escherichia coli ATTC25922 - - 8±00 9±0,1 - - 7±00 9,5±0,70 - - - 

Pseudomonas aeruginosa 

ATTC27853 

- - 9±0,11 11±0,3 - - - - 11±0,28 10±1,64 - 

Klebsiella  pneumoniae 

ATTC700603 

- - - - - 7±05 - 8,66±2,88 - - - 

Staphylococcus aureus 

ATTC25923 

- 8±0,05 - 9±0,64 8±1,68 8±1,73 7±0,57 10±00 - 8±0,15 7±0,16 

          Tous les valeurs sont la moyenne de trois essais, - : absence de zone d’inhibition ; ND : non déterminé ;  EAvF : extrait avant floraison ;  

EF :extrait pendant florison ;      EApF : extrait après floraison ; Hex : extrait hexanique  ; Dich :Dichlorométhanolique ; Meoh : Méthanolique ; AGS :aqueux 

après solvants ; AQ :extrait aqueux 

 

Selon les résultats obtenus,  les extraits de Thymus ciliatus ssp. coloratus ont montré un effet inhibiteur vis-à-vis des germes testés. 

Les extraits testés ont présenté un large spectre d’action, agissent aussi bien sur les Gram(-) que sur les Gram(+), les diamètres des zones 

d’inhibition sont compris entre 7 et 12 mm, et la zone d’inhibition la plus élevée a été enregistrée avec l’extrait méthanolique  obtenu pendant 

la floraison.
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 La souche S. aureus montre une sensibilité vis-à-vis des extraits testés, dont les diamètres 

d’inhibition varient de 7 à 9mm,  le diamètre le plus élevé a été enregistré avec EHex obtenu 

pendant la floraison, nos résultats sont en accord avec ceux  de Abu-Shanab et al. (2004), ils ont 

montré lors de l’étude de l’activité antibactérienne des extraits secs de quelques plantes 

médicinales, à savoir Thymus vulgaris, une sensibilité des bactéries  Gram(+).  

 

Quant à la souche  Klebsiella  pneumoniae ATTC700603, elle a manifesté une résistance vis-à-

vis des extraits testés excepte avec l’extrait méthanolique obtenu pendant floraison.  

Les extraits hexaniques  pendant et après floraison montrent une activité antimicrobienne   vis-à-

vis de P. aeruginosa, Les souches de Pseudomonas aeruginosa se révèlent les plus résistantes, 

cela est liée à sa grande capacité de développer des résistances vis-à-vis de nombreux agents 

antimicrobiens, l’action antimicrobienne démontrée par l’extrait l’hexanique de T. ciliatus est 

probablement en relation avec sa teneur élevée en huile essentielle, qui contient les composés 

phénoliques majoritaires thymol et carvacrol. Cependant les valeurs enregistrées restent  

largement inférieures à ceux obtenues par les huiles essentielles pures de cette plante (Tab.20).  

 

En effet, Al-Fatimi et al. (2010) signalent qu’EDCM et EMeOH de la partie aérienne de T 

.laevigatus exercent une forte activité sur les souches : Escherichia coli (ATCC 25922),  

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853, Staphylococcus aureus (ATCC 29213) avec des 

diamètres d’inhibition compris entre 15 et 35mm. Ces valeurs sont supérieures aux nôtres. 

 

La variation de la composition chimique d’une période à une autre explique donc les variations 

observées dans l’activité antimicrobienne des extraits de T. ciliatus. Les propriétés 

antibactériennes des extraits sont attribuées à leur richesse en principe actif, les huiles 

essentielles, les flavonoïdes et les triterpénoïdes ainsi que d’autres composés de nature 

phénolique ou groupes hydroxyle libres, qui sont classifiés comme composés antibiotiques très 

actifs  (Essawi et Srour, 2000). 

En plus, l’efficacité optimale d’un extrait peut ne pas être due à un constituant actif principal, 

mais à l’action combinée (synergie) de différents composés à l’origine de cet extrait (Sarker et 

al., 2005). En plus, le pouvoir antibactérien dépend  également de la nature de la souche (Djahra 

et al., 2013). Les résultats obtenus confirment l’efficacité des extraits de Thymus ciliatus ssp. 

coloratus et leur pouvoir antiseptique. 
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9. Activité antioxydante 

9.1. Huiles essentielles de T. ciliatus 

Dans la présente étude, deux méthodes ont été utilisées afin de témoigner l'activité anti-

oxydante des huiles essentielles de T. ciliatus, il s’agit de : le piégeage du radical libre 

DPPH• et la réduction du fer. 

 
9.1.1. Effet scavenger du radical DPPH

•
 

L’activité antioxydante des huiles essentielles obtenues pendant les différentes phases de 

développement de T. ciliatus a été évaluée au moyen du test DPPH (effet scavenger du 

radical DPPH•).  Le DPPH est un radical libre nous permettant de déterminer le potentiel 

de piégeage de nos huiles essentielles grâce à sa sensibilité à détecter les composants actifs 

à des basses concentrations (Yi et al., 2008). En effet le DPPH de couleur violette se réduit 

en un composé jaune, le diphénylpicrylhydrazine, dont l’intensité de la couleur est 

inversement proportionnelle à la capacité réductrice des antioxydants présents dans le 

milieu (Sanchez-Moreno, 2002). 

 

L’activité anti-radicalaire a été estimée spectrophotométriquement en suivant la réduction 

du DPPH à 517nm (Sharififar et al., 2009). Les résultats obtenus sont  exprimés en 

pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH• en fonction des concentrations d’HE, à 

partir de la courbe ; les concentrations qui fournissent 50% d’inhibition (IC50) sont 

déterminées pour chaque HE. Notons qu’une faible valeur d’IC50 signifie la forte activité 

antioxydante (Viuda-Martos et al., 2011). Les courbes illustrées dans les figures (39, 40, 

41) nous montrent que tous les extraits testés sont capables de neutraliser le radical DPPH• 

au cours du temps et en fonction de la concentration des antioxydants, ceci se traduit par la 

diminution de la concentration initiale de ce radical. 

 

La  cinétique de réduction du radical libre DPPH• obtenue pour chaque concentration 

d’acide ascorbique est présentée dans la figure 38. On observe une diminution rapide dans 

l'absorbance dans les premières minutes, suivie d'une étape plus lente, jusqu'à ce que 

l'équilibre soit atteint, on distingue alors deux zones : une zone à forte cinétique de 

piégeage du radical observée au bout des cinq premières minutes  et  une deuxième zone à  
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faible cinétique de piégeage du radical DPPH• ou zone de tendance vers l’équilibre 

constatée, au-delà de 5 minutes pour toutes les concentrations de l’acide ascorbique. 

 

D’après les figures 39, 40, 41 : on constate que l’action  des trois huiles essentielles dans la  

réduction du radical DPPH• est régressive au cours du temps réactionnel, avec toutes les 

concentrations et au bout de 20 minutes, on constate que la réaction atteint un équilibre, ce  

temps est très lent  par rapport à celui de l’acide ascorbique. Ces résultats sont similaire à 

ceux de Boughendjioua et al. (2014), ils ont signalé une forte cinétique de piégeage du 

radical DPPH• par l’acide ascorbique comparativement à l’HE de T. numidicus Poiret.  

L’activité antioxydante est tributaire à la mobilité de l’atome d’hydrogène du groupement 

hydroxyle des composés phénoliques de l’huile essentielle. En présence d’un radical libre 

DPPH•, l’atome H est transféré sur ce dernier qui devient stable sous sa forme DPPHH, 

ceci provoque une diminution de la concentration du radical libre et également 

l’absorbance au cours du temps de réaction jusqu’à épuisement de la capacité de 

l’antioxydant donneur d’hydrogène (Laib, 2012 ; Barkat et Laib, 2011). 

 

 

Figure 38 : Cinétique de réduction du radical DPPH en présence 

d’acide ascorbique 
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Figure 39 : Cinétique de réduction du radical DPPH en présence d’HE 

avant floraison 

 

 

Figure 40 : Cinétique de réduction du radical DPPH en présence 

d’HE floraison 
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Figure 41 : Cinétique de réduction du radical DPPH en présence d’HE 

après floraison 

 

Les résultats obtenus révèlent que les différents extraits de l’HE possèdent une activité 

anti-radicalaire dose-dépendante, car elle augmente avec l’accroissement des 

concentrations des huiles essentielles. 

Selon le tableau 24, les trois HEs ont présenté, aux faibles concentrations, des 

pourcentages d’inhibition faibles.  À une concentration de 100 µg/ml les pourcentages 

d’inhibition sont de l’ordre de 8,65±0,29, 23±3,81 et de  28,747±3,284 pour les HEs 

obtenues pendant le stade végétatif, floraison et après floraison respectivement. Néanmoins 

l’huile essentielle après floraison a manifesté la plus forte aptitude à inhiber le radical 

DPPH• avec un pourcentage d’inhibition égal à 91,735%, suivie de l’huile essentielle  

floraison et avant floraison dont les taux sont  de 88,21 et 73,92 % respectivement, à la 

concentration 1000 µg/ml. 
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Tableau 24 : Pourcentages d’inhibition du radical DPPH˙ en fonction 

 des différentes concentrations des HEs et d’acide ascorbique 

 Concentrations 

(µg/ml) 

Effet d’inhibition DPPH( %) 

T. ciliatus  Avant 
floraison 

Floraison Après 
floraison 

     
 100 8,65±0,29 10,123±3,81 28,747±3,284 
 200 9,65±0,168 13,405±0,544 31,198±2,272 
 400 40,45±0,821 23,17±0,695 47,449±1,648 
 600 50,523±0,446 51,245±1,347 61,056±6,521 
 800 58,71±5,363 73,7±2,803 80,742±0,138 
 1000 73,922±0,615 88,21±0,298 91,735±1,045 
acide 

ascorbique 

    

 2 41,835±0,548  
 4 74,546±0,274  
 6 86,951±1,054  
 8 89,917±0,593  
 10 94,859±0,362  

Les valeurs sont une moyenne de trois essais±SD. 

 

Le pouvoir de piégeage du radical DPPH• en présence d’acide ascorbique reste supérieur à 

celui des HEs étudiées avec une IC50 égale à 2,48 ±0,02µg/ml (Tab.24). Cependant, parmi 

ces trois  HEs  étudiées,  l’HE après floraison  présente la plus grande activité antioxydante 

avec une IC50 de l’ordre de 438±9,07µg/ml, l’HE début floraison possède également un 

important pouvoir antioxydant avec une IC50 de l’ordre de 580±1,15 µg/ml, suivie de 

l’huile essentielle de la phase végétative  avec une IC50 égale à 590±8,62µg/ml (Tab.25). 

 

Tableau 25 : Valeurs de l’IC50 des huiles essentielles de T. ciliatus ssp. coloratus et 

d’acide ascorbique 

 acide ascorbique HEAvF HEF HEApF 

IC50 µg/ml 2,48 ±0,02 590±8,62 580±1,15 438±9,07 

Les valeurs sont une moyenne de trois essais±SD. AvF : avant floraison, ApF : après 

floraison, F : Floraison ; HE :huile essentielle 
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Bounatirou et al. (2007) ont signalé  que les HEs  T. capitatus  de Tunisie obtenues 

pendant  la période  de floraison et après floraison jouissent d’une plus grande  activité 

antioxydante en comparaison à celle de la période végétative dont les valeurs  d’IC50  entre 

500 à 1000 µg/ml. 

L’activité antioxydante de l’HE de T. ciliatus  est  inférieure à celle d’Amarti et al, 

(2006), qui ont trouvé un potentiel antioxydant moyen, avec IC50 de l’ordre de 74,025 

µg/ml, pour les  HEs de T. ciliatus  du Maroc. La forte activité antioxydante des HEs 

d'espèces de Thym  d’Algérie avec une grande quantité de carvacrol et de thymol a été 

rapportée par Hazzit et al. (2009). Cette forte capacité de réduction des radicaux libres des 

trois HEs  étudiées peut être aussi due à leurs profils chimiques, riches en phénols (thymol 

et carvacrol). En effet ces deux derniers constituants phénoliques ont déjà prouvé leur fort 

pouvoir antioxydant (Amarti et al., 2011 ; Tepe et al., 2005). 

 

Les composés phénoliques grâce à leur propriété d'oxydo-réduction agissent comme agents 

réducteurs, donneurs d'hydrogène et de l'oxygène singulier (Rice-Evans et al., 1995). En 

plus, on ne peut pas attribuer le pouvoir antioxydant d’une HE a son composant principal, 

en effet malgré la faible teneur en composés thymol /carvacrol (52,39%) dans  la 

composition de l’HEAp F, il présente une meilleure activité anti- radicalaire  par rapport à 

l’HEF et  l’HEAvF dans les teneurs respectives  (60,37%) et (57,55%). 

 

D’autre part,  l’activité antioxydante des composés majoritaires testés séparément donne 

des résultats inférieurs, comparés à l’activité de la totalité de l’huile essentielle. Giweli et 

al. (2013) ont évalué l’activité antioxydante de l’HE de Thymus algeriensis à chémotype 

thymol /carvacrol dont l’ensemble forme un taux de 43,19 % du total de l’HE. Les résultats 

obtenus ont montré que la capacité de réduction du DPPH est très importante avec une 

IC50 de l’ordre de 0,299 mg/ml, cependant l’activité antioxydante des composés 

thymol /carvacrol  testés séparément  a donné des résultats inférieurs comparés à l’activité 

de la totalité de l’huile essentielle avec des IC50 de l’ordre de : thymol (0,403 mg/ml) et 

carvacrol (0,105 mg/ml). 
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Les interactions synergiques ou antagonistes entre les différents constituants d’une huile 

essentielle sont également à l’origine d’un pouvoir antioxydant beaucoup plus important. 

En effet, certains chercheurs ont montré que les composés non phénoliques possèdent aussi  

une forte activité antioxydante (Deba et al., 2007), tels que le �-terpinène (Ruberto  et 

Barrata, 2000). Une autre étude a montré que l’efficacité anti- radicalaire de  l’HE  de T. 

broussonetii est  de 20 fois supérieure à celle de  T. algeriensis, cette efficacité a été 

attribuée à la présence de  carvacrol (15,7%) dans la composition de l’HE  de T. 

broussonetii,  le faible potentiel anti-radicalaire de l’HE T. algeriensis ; il peut donc être 

expliqué par l’absence de composés phénoliques (El Ouariachi et al., 2014). 

 

Très peu de travaux ont été réalisés sur l’étude des propriétés antioxydantes des HEs de T. 

ciliatus d’Algérie.  À ce jour-là, seul un article, traite l’activité antioxydante des HEs par la 

méthode de l’oxydation du �-carotène. À travers ces résultats, l’huile essentielle a 

manifesté la plus forte aptitude à inhiber la formation des radicaux par l’acide linoléique 

avec un pourcentage d’inhibition égal à 75,68% (Ghorab et al., 2013). 

 

9.1.2. Réduction  du fer 

C’est une analyse de l’activité antioxydante qui est rapide, reproductible, et facile à 

exécuter (Gourine et al., 2010 ; Politeo et al., 2007). Cette méthode est basée sur la 

capacité des HEs à  apporter des électrons afin de réduire le fer ferrique Fe3+ en fer ferreux 

Fe2+. présent dans le complexe K3Fe(CN)6 ; la réduction de Fe3+ est un indicateur de 

l’activité donatrice d’électron, qui est un important mécanisme antioxydant (Gonçalves et 

al., 2013). 

 

Lors de cette étude, nous avons opté pour tester par cette méthode les différents HEs  

obtenues pendant différents stades de  développement de T. ciliatus. Les valeurs obtenues 

ont permis de tracer des courbes pour chaque HE. Les résultats représentés dans la 

figure42 montrent que la capacité de réduction est proportionnelle à l’augmentation de la 

concentration de nos échantillons. 
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Figure 42 : Pouvoir réducteur des huiles essentielles de T. ciliatus et 

l’acide ascorbique. 

 

D’après les graphes de la figure 42, L’acide ascorbique, antioxydant de référence, a 

présenté une activité  la plus élevée par rapport aux HEs, Le pouvoir réducteur des trois 

huiles essentielles de T. ciliatus (avant floraison, floraison, après floraison) s’élèvent de  

0,465± 0,002,  0,551±0,003 et 1,001±0,005 à la concentration 1 mg/ml  respectivement, 

seule l’HE après floraison DO (1,001) présente une forte activité par rapport aux autres 

HEs. Néanmoins elle reste faible par rapport à l’acide ascorbique. 

 

Les résultats obtenus montrent que les HEs de T. ciliatus  possèdent une activité 

antioxydante intéressante. Nous pouvons classer la réduction du fer des échantillons 

comme suit : acide ascorbique� HE après floraison� HE floraison� HE végétative. 

 

L'activité antioxydante des huiles essentielles a souvent été attribuée à la présence de 

composés phénoliques, en particulier thymol et / ou carvacrol. Selon  Hazzit et al. (2009) 

le pouvoir des HEs de Thym pauvres en  thymol ou carvacrol était nettement plus faible 

que celles des huiles essentielles riches en ces deux phénols. Ces deux composés 

phénoliques  sont des puissants réducteurs, en raison des substitutions hydroxyles dans le  
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cycle aromatique, qui a la capacité de céder l’hydrogène tel que décrit par Shimada et al. 

(1992). Néanmoins,  d'autres composés semblent également  jouer un rôle important. 

 

Les résultats obtenus révèlent l'existence d'une certaine corrélation entre la teneur en HE et 

l’activité antioxydante, en effet les HEApF et HEF ont montré des rendements élevés et 

ont été également enregistrés comme les extraits qui  possèdent la plus grande activité 

réductrice de DPPH,  et du fer. 

 

Globalement, les résultats obtenus démontrent, qu’il existe une relation entre la 

composition chimique des huiles essentielle et l’activité antioxydante et  la variabilité 

observée est probablement  due aux impacts des facteurs environnementaux sur la 

composition chimique des HEs ainsi que sur leurs activités antioxydantes (Gourine et al., 

2010 ; Bounatirou et al., 2007). 
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9.2. Activité antioxydante des extraits de T. ciliatus  

L'activité antioxydante in-vitro de nos extraits a été évaluée par deux méthodes différentes 

: le  piégeage du radical libre DPPH
•
 et  la réduction du fer. 

  

9.2.1. Effet scavenger du radical DPPH
• 
 

La méthode de piégeage du radical libre DPPH
•
 a été retenue pour évaluer l’activité 

antioxydante des extraits de T. ciliatus, le standard utilisé était (acide ascorbique). Le 

DPPH est un radical libre stable, qui accepte un électron ou un proton pour donner une 

molécule diamagnétique stable (Yang et al., 2014). 

Les résultats obtenus  sont exprimés en pourcentage d’inhibition du radical DPPH
•
  en 

fonction des concentrations des extraits. A partir des courbes, nous avons déterminé  pour 

chaque extrait la concentration nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH
•
 (IC50); 

notons qu’une valeur faible d’IC50 implique une forte activité antioxydante (Roby et al., 

2013).  

9.2.1.1 Extraits hexaniques  

D’après la figure 43 nous avons constaté, que les extraits hexaniques aux différentes 

périodes  de croissance de T. ciliatus ssp. coloratus, ont montré des pouvoirs de piégeage 

du radical DPPH
•
 dose dépendante, car elle augmente avec l’augmentation des 

concentrations de l’extrait. La comparaison des extraits hexaniques révèle que l’extrait 

hexanique (EHex F) pendant la floraison obtenu par macération, représente l’extrait le plus 

actif avec une IC50 égale à 4,69±0,007mg/ml, suivi de l’extrait après floraison (EHex ApF) 

avec une IC50 de l’ordre de 21,43±0,11mg/ml, cependant EHex avant floraison (EHex 

AvF) représente l’activité antioxydante la plus faible à piégé le radical DPPH
•
 avec une 

IC50 égale à 36,22±2,37 mg/ml. 

 

 En outre, tous les EHex ont une activité antioxydante inferieure au témoin positif l’acide 

ascorbique (IC50 = 2,48 ±0,02µg/ml). L’activité antioxydante de l’extrait Hex floraison 

obtenu par soxhlet n’a pas pu être quantifiée, car aux concentrations maximales testées, 

elle ne représente que 26,17%  d’inhibition du radical DPPH
•
. Cependant à une 

concentration de 10mg/ml, l’EHex floraison a atteint le pourcentage d’inhibition le plus 

important 57,39%, alors que l’EHex avant floraison, après floraison, et floraison  
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(soxhlet) présentent de faibles pourcentages à cette même concentration de 29,42%, 

28,56%, et 16,01%  respectivement. 

Nous pouvons, les classer selon un ordre décroissant d’activité antioxydante comme suit : 

acideascorbique� EHex floraison� EHex avant floraison� EHex après floraison� EHex 

floraison (obtenu par soxhlet).  

 

Figure 43: Pourcentage d’inhibition du radical DPPH
•
  des extraits hexaniques  aux 

différents stades de croissance de T. ciliatus ssp. coloratus 

9.2.1.2. Extraits dichlorométhanoliques 

D’après les courbes dans la figure 44, on observe qu’à la concentration (5mg/ml), le 

pourcentage d’inhibition du radical DPPH
•
  des extraits dichlorométhanoliques de T. 

ciliatus est presque similaire, il est de  37,34%  pour EDCMF, 33,72% pour  EDCM ApF 

et  pour EDCM AvF  31,48%, alors que l’extrait DCM floraison obtenu par soxhlet 

(EDCM F-S) est de 53,09% à la même concentration. Tous les extraits 

dichlorométhanoliques obtenus à différentes périodes de récolte ont montré des valeurs  

d’IC50  différentes, elles varient de 4,35 à 11,5mg/ml (Tab.26).  
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L’EDCM floraison obtenu par soxhlet a révélé une activité antioxydante plus importante 

par rapport aux autres EDCM évalués. La valeur d’IC50 enregistrée est de 4,35±0,01 

mg/ml, suivi des EDCM floraison et avant floraison dont les IC50 sont 7,64±0,18 et 

8,65±0,11 mg/ml respectivement, tandis que l’extrait DCM après floraison a présenté 

l’activité la plus faible, avec  une IC50 de l’ordre de 11,5±0,04 mg/ml. Nous notons aussi 

que tous les extraits ont une activité antioxydante inférieure au témoin positif acide 

ascorbique (IC50 de 2,48±0,02µg/ml). Les extraits peuvent être classés par ordres 

décroissants du pouvoir anti-radicalaire comme suit : acide ascorbique� DCM floraison 

soxhlet� DCM floraison� DCM avant floraison� DCM après floraison.  

 

 

Figure 44 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH
• 
 des extraits DCM aux différents 

stades de croissance de T. ciliatus ssp coloratus 

9.2.1.3. Extraits méthanoliques   

La figure 45,  rapporte que les pourcentages d’inhibition sont importants aux faibles 

concentrations, ce qui reflète un pouvoir trés important de piégeage du radical DPPH
•
   des 

extraits méthanoliques (EMeOH). En effet ; à la concentration de 1mg/ml on a enregistré 

des pourcentages d’inhibition de 88,31% pour l’EMeOH floraison obtenu par soxhlet suivi 

de l’EMeOH après floraison avec 81,44%, puis  l’EMeOH  avant floraison 55,96%, et en 

dernier l’EMeOH floraison avec un taux de 38,74%. On constate que l’EMeOH floraison 

obtenu par soxhlet a montré des pourcentages d’inhibition élevés du radical libre DPPH
•
  

avec de faibles concentrations. L’IC50 observée est de 0,37±0,01 mg/ml, suivi de l’extraits  
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MeOH avant et après floraison avec des IC50 de 0,87±0,03 et 0,82±0,01 mg/ml 

respectivement. Cependant l’extrait MeOH floraison a présenté la plus faible activité 

antioxydante du radical DPPH
•
  avec IC50 à 1,27 mg/ml. Nous remarquons aussi que tous 

les extraits ont une activité antioxydante inférieure à acide ascorbique avec IC50 = 2,48 

±0,02µg/ml (Tab.27).  

 Le classement des extraits selon leur pouvoir anti-radicalaire est par ordre décroissant 

comme suit : acide ascorbique� EMeOH floraison soxhlet � EMeOH aprés floraison � 

EMeOH avant floraison� EMeOH floraison. 

 

 

Figure 45 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH
•
  des extraits MeOH 

 aux différents stades de croissance de T. ciliatus ssp. coloratus 

 

9.2.1.4. Extrait aqueux 

La figue 46 montre que l’extrait aqueux (EAqAS) de la periode de floraison a atteint  50% 

d’inhibition du radical DPPH
•
  à une concentration très faible egale à 0,318±0,003 mg/ml, , 

elle est également inférieure au témoin positif l’acide ascorbique (IC50 = 2,48 ±0,02µg/ml)
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Figure 46 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH
•
  de 

l’extrait Aqu AS, pendant floraison 

 

Tableau 26: Valeurs de l’IC50 déterminées par le test DPPH des extraits de T. ciliatus ssp. 

coloratus 

 DPPH IC50 (mg /ml) 

Période  EHex EDCM EMeOH EAqu AS 

Av floraison 36,22±2,37 
a
 8,66±0,11

b
 0,872±0,004

b
 ND 

Floraison S  NA 4,35±0,01
d
 0,369±0,001

d
  ND 

Floraison  4,69±0,007
c
 7,64±0,19

c
 1,26±0,013

a
 0,318±0,003 

Ap floraison 21,43±0,11
b
 11,50±0,044

a
 0,818±0,005

c
 ND 

Dans chaque colonne ; Les valeurs sont une moyenne de trois essais±SD et portant 

différentes lettres significativement différentes (p < 0,001) avec le test de Tukey,  ND : Non 

déterminée. Av : avant, Ap : après, S : extraction par soxhlet 
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Les résultats de l’activité anti-radicalaire mettent en évidence une grande variabilité entre 

les différents extraits. En effet, le tableau 26  montre que les IC50 varient significativement 

en fonction du type d’extraits, de la  période de récolte et de la méthode d’extraction. Les 

IC50 de l’ensemble des extraits étudiés varient de 0,31±0,003 à 36,22±2,3 mg/ml. Parmi ces 

extraits, l’extrait aqueux après solvant (IC50 0,318±0,003) et l’extrait méthanolique 

pendant floraison,  obtenu par soxhlet (IC50 0,37±0,01 mg/ml) sont les plus actifs. On peut 

les classer selon un ordre décroissant d’activité antioxydante comme suit : acide ascorbique 

�EAq AS F�EMeOH F-S� EMeOH AvF� EMeOH AF� EMeOH F�EDCM F-S�EHexF� 

EDCM F� EDCM AvF� EDCM AF� EHex AF� EHex AvF. Nous remarquons aussi que 

tous les extraits ont une activité antioxydante  inferieure au  témoin positif acide 

ascorbique (IC50 = 2,48 ±0,02µg/ml). 

Nos extraits polaires montrent des pourcentages d’inhibition élevés avec des faibles 

concentrations, par rapport aux extraits à faible polarité ; ceci est en accord avec plusieurs 

auteurs (Ben El Hadj Ali et al., 2014 ; Roby et al., 2013 ; Sarikurkcu  et al., 2009 ; 

Djeddi et al., 2015 ; Ozturk et al., 2007)  dont l’extrait le plus actif est le plus polaire. 

Une étude faite par Kang et al, (2003) a suggéré que les molécules polaires présentes dans 

les extraits végétaux contribuent à l’augmentation de l’activité antioxydante. La plupart des 

études expliquent la variation du potentiel antioxydant d’un extrait est en fonction des 

solvants d’extraction et selon leur polarité (Teh et al., 2014 ; Yang et al., 2014 ; Bidgoli 

et al., 2014).  

 En effet, l’étude  In vitro  menée par  Al fatimi et al, (2010)  sur l’activité antioxydante 

des différents extraits MeOH, DCM, Eau  obtenus à partir des feuilles de Thymus 

laevigatus  a également révélé  que l’extrait méthanolique présente une meilleure activité a 

piégé le radical DPPH
•
  avec une IC50 égale à 14,9µg/ml, DCM (IC50 = 28µg/ml) et Eau 

(IC50� 1000µg/ml). 

D’autres les travaux menés sur les différents extraits (Ether de pétrole, Dichlorométhane, 

Butanol, Méthanol) de Marrubium deserti de Noé  appartenant à la même famille de T 

.ciliatus, montrent que l’extrait méthanolique a exhibé une forte capacité à piéger le radical 

DPPH
•
  avec une IC50 de l’ordre de 15,1µg/ml (Ghedadba et al., 2015) , ces valeurs d’IC50 

sont très faibles, donc meilleures par rapport à nos extraits. 
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Nos extraits polaires  EAq AS  et MeOH possèdent des capacités réductrices du radical 

libre DPPH
•
 intéressantes, puisqu’ils agissent à faible dose. L’activité anti-radicalaire de 

ces extraits est attribuée à la  présence du taux relativement élevé en polyphénols,  dont 

l’extrait Aqu  AS possède la plus forte teneur en molécules dosées (polyphénols, 

flavonoïdes) Tab. 27, suivie par l’extrait MeOH. 

 En plus, d’un point de vue qualité de propriété antioxydante, on constate  que les extraits 

préparés par soxhlet ont montré des activités antioxydantes,  plus élevés que celles obtenus 

par macération. Cependant selon les travaux de Bidgoli et al, (2014),  la méthode de 

macération offre des extraits de grande qualité d’un point de vue propriétés antioxydantes  

par rapport aux extraits préparés par méthode sous reflux, et soxhlet  des feuilles de 

Artemisia aucheri ; cela pourrait être  expliqué par le fait que la basse température de 

fonctionnement  de ce procédé provoque moins de dommage à la structure moléculaire des 

composants actifs extraits. 

D’un autre côté, nous constatons  qu’il y a une corrélation négative entre la teneur des 

extraits polaires en polyphénols  totaux, en flavonoïdes  et  l’activité antioxydante, avec 

des coefficients de corrélations (R
2 

= 0,484 et 0,472) respectivement (p>0,05), ce qui 

confirme que les polyphénols sont des antioxydants puissants capables d’inhiber la 

formation des radicaux libres et de s’opposer à l’oxydation des macromolécules. Cela est 

en accord avec plusieurs auteurs, qui ont trouvé une corrélation entre  le contenu 

phénolique total et l'activité antioxydante (Djeridane et al., 2006 ; Fadili et al., 2015 ; 

Boulanouar et al., 2013 ; Gonçalves et al., 2013). 
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Figure 47 : Corrélation entre activité anti radicalaire au DPPH et teneurs  

en polyphénols totaux (PPT)  et teneurs en flavonoïdes (Fl). 

 

Une corrélation plus importante a été trouvée par d’autres chercheurs  entre la 

concentration en PPT, Fl  et l’activité antioxydante (�- carotène) avec r = 0,870  et r
 
= 0,83 

respectivement, des extraits polaires de Marrubium deserti de Noé (Ghedadba et al., 

2015), contrairement à d’autres, ils n’ont pas trouvé de corrélation entre les polyphénols  et 

l’activité antioxydante, il est admis que ce n’est pas nécessairement la forte teneur en PPT 

exhibe une activité antioxydante puissante  (Sayout et al., 2015 ; Benhammou et al., 

2009).  

 Les différences observées dans les valeurs absolues des activités antioxydantes  peuvent 

être attribuées aux différences de composition qualitative et quantitative en polyphénols. 

En effet, Dimajo et al, (2008)  ont montré que l’activité antioxydante ne dépend pas 

seulement de la concentration des polyphénols, mais également de la nature et la structure 

des antioxydants dans l’extrait. Généralement, les composés phénoliques ont des réponses 

différentes en fonction du nombre de groupements OH et  OCH3;  d’ailleurs un nombre 

élevé des groupements hydroxyles présentent une activité antioxydante très importante 

(Torres de Pinedo et al., 2007). Egalement les sites d’hydroxylation des différents noyaux 

affectent la  
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potentialité antioxydante (Köksal et al., 2016 ; Yi et al., 2008
b
). En outre, la synergie 

entre les antioxydants contenus dans le mélange rend l'activité anti-oxydante dépendante  

non seulement  de la concentration, et  la structure, mais aussi de l'interaction entre les 

antioxydants (Djeridane et al., 2006 ; Spiridon et al., 2011). 

L’activité antioxydante des polyphénols réside dans le fait que ces derniers ont la capacité 

de  donner des atomes d’hydrogène aux radicaux libres, du fait de la présence de nombreux 

hydroxyles qui peuvent réagir avec les radicaux libres, plusieurs flavonoïdes et 

polyphénols  isolés à partir des extraits, ont montré une  forte activité antioxydante  au 

DPPH  (Lee et al., 1998 ; Yang et al., 2008), 

Les flavonoïdes inactivent et stabilisent les radicaux libres grâce à leur groupement 

hydroxyles, et plus particulièrement du C3-OH fortement réactif (Ghedira, 2005). Aussi 

les flavonoïdes les plus puissants sont ceux qui comportent le groupe 3-OH en 

combinaison avec la double liaison C2-C3. La présence de la double liaison C2-C3 en 

conjugaison avec la fonction 4-oxo est aussi connue comme responsable de la 

délocalisation des électrons du cycle B et augmenterait ainsi la capacité du piégeage d’un 

radical. Une meilleure activité requière essentiellement la structure 3’,4’-ortho-dihydroxy 

sur le cycle B et le groupement 4-carbonyl sur le cycle C qui confère la stabilité au radical 

flavonoxy (A.) (Harborne et Williams, 2000 ; Sharififar et al., 2009).  

 En outre, les études faites sur les extraits des différentes espèces végétales montrent que la 

famille des Lamiaceae possède les activités antioxydantes les plus fortes (Tamert et 

Latreche, 2015 ; Spiridon et al.,  2011 ; Ben El Hadj Ali et al., 2014 ; Nickavar et al., 

2008).  

Nos résultats sont en accord avec ceux rapportés par  Kholkhal et al, (2013) qui ont testé 

l’activité antioxydante des extraits de la partie aérienne de T.ciliatus ssp coloratus vis-à-vis 

du radical DPPH
•
. Ils rapportent que la fraction acétate d’ethyle et les tanins  représentent 

les extraits les plus actifs avec des IC50 de l’ordre de 0,85 et 0,36 mg/ml respectivement, 

suivi de la fraction butanolique (IC50 = 1,5 mg/ml) et l’extrait brut (IC50 = 1,07mg/ml). 

 Une activité antioxydante similaire a été trouvée par Sayout et al. (2015) sur des extraits 

méthanoliques  des tiges de T. broussenetti Boiss, T. pallidus Batt, T. leptobotrys Marb 

avec  
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des IC50 respectifs de 0,132±0,034 mg /ml, 0,373±0,07 mg /ml  et  0,430±mg /ml. Il a été 

démontré que les molécules antioxydantes telles que l’acide ascorbique, tocophénol, 

flavonoïdes et les tanins  réduisent et décolorent le DPPH en raison de leur capacité à céder 

l’hydrogène  (Bougandoura et Bendimerad, 2013). D’ailleurs l’effet scavenger du radical  

DPPH de l’extrait flavonoide de T. ciliatus a indiqué que les  flavonoïdes présentent une 

grande activité avec une  IC50 de 5,39±0,10 µg/ml (Gaamoune et al., 2015). 

Selon les travaux de Kulšic et al, (2006), la présence des  constituants phénoliques 

dont l’acide rosmarinique, lutéoline 7-O-�-glucuronide et glucoside- lutéoline dans les 

extraits aqueux  de Thymus serpyllum L. et Thymus vulgaris  est probablement responsable 

de l’activité antioxydante du radical  DPPH
•
, ils dénotent des IC50 de l’ordre de 0,3mg/ml 

pour Thymus vulgaris  et  0,45 mg/ml  pour Thymus serpyllum, la cinétique de réduction du 

radical DPPH
•
   par l’acide rosmarinique a été démontré (Gadowvon et al., 1997 ;  Koleva  

et al., 2000). 

9.2.2.  Réduction du fer 

Lors de notre recherche, nous avons  testé l’activité antioxydante des différents extraits de 

la partie aérienne de Thymus ciliatus récolté  à différents stades de croissance, par la 

méthode de réduction du fer (FRAP). L’acide ascorbique est utilisé comme antioxydant de 

référence, Les valeurs obtenues ont permis de tracer des courbes pour chaque extrait. Les 

résultats représentés dans les figures (48, 49, 50, 51) nous ont montré que la capacité de 

réduction est proportionnelle à l’augmentation de la concentration de nos échantillons. Le 

pouvoir réducteur est utilisé comme indicateur très significatif du potentiel antioxydant 

proposé, pour tester l’activité antioxydante. L’EC50 est la concentration qui correspond a 

l’absorbance (0,5), elle est déterminée graphiquement,  l’abscisse représente la 

concentration de extrait et en ordonné l’absorbance à 700nm (Zengin et al., 2011 ; 

Gaamoune et al., 2015), Une faible valeur d’EC50 indique le fort pouvoir réducteur du fer 

(Benhammou et al., 2009
b
). 
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9.2.2.1. Extraits  avant floraison 

D’après les graphes de la figure 48, l’extrait méthanolique obtenu par macération avant 

floraison  a présenté la plus grande activité pour réduire le fer par rapport aux  extraits Hex, 

DCM  et Aqu  qui ont présenté une faible activité, avec des valeurs de DO respectives 

(0,363 ±0,01), (0,549±0,05), (0,234±0,06) à une concentration de 1 mg/ml.  

Nous remarquons aussi, que l’augmentation de la réduction du fer est proportionnelle à 

l’augmentation de la concentration de l’extrait. L’acide ascorbique, antioxydant de 

référence, a présenté une activité plus élevée par rapport aux extraits, avec les mêmes 

concentrations utilisées. Nous pouvons classer la réduction du fer des échantillons comme 

suit : acide ascorbique>extrait MeOH> DCM>Hex>Aqu. 

 

 

 

 

9.2.2.2. Extraits pendant la floraison 

Les résultats obtenus (Fig.49) montrent que la capacité à réduire le fer est  plus élevée pour 

les extraits polaires que les extraits apolaires ;  l’extrait  Hex  et DCM  ont  présenté une 

très faible activité à réduire le fer avec des valeurs observées de DO qui ne dépassent pas le 

1, elle est de 0,635±0,02 et 0,9±0,01  respectivement à une concentration de 1 mg/ml, les 

mêmes extraits  obtenus par soxhlet présentent une faible activité à réduire le fer avec des  

Figure 48 : Pouvoir réducteur des extraits  de T. ciliatus  avant floraison  

et de l’acide  ascorbique. 
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valeurs de DO de 0,645±0,05 pour EHex et 0,621±0,05  pour EDCM à la concentration de 

1mg/ml. 

L’extrait méthanolique  obtenu par extraction au soxhlet  présente une capacité intéressante 

à réduire le fer avec une densité optique supérieure à 2,5 à une concentration de 1 mg/ml,  

similaire à celle de l’acide ascorbique, de même l’extrait méthanolique  obtenu par 

macération a montré une activité très intéressante, mais avec des valeurs observées de DO= 

1,95 ±0,07 à la concentration 1 mg/ml. 

Nous remarquons aussi que l’extrait aqueux (après solvants), obtenu par macération a 

exercé une activité remarquable pour réduire le fer, avec une densité optique maximale de 

2,37 à une concentration de 1 mg/ml, elle est plus ou moins similaire à celle de l’acide 

ascorbique qui présente une densité optique   2,5. Cependant l’extrait aqueux après 

solvants obtenu par soxhlet a présenté une  activité très intéressante pour réduire le fer avec 

une densité optique maximale de 1,95±0,06 à une concentration de 1 mg/ml. 

Nous observons aussi que la capacité à réduire le fer est très faible pour l’extrait aqueux 

par macération, avec des valeurs observées de densités optiques (DO)  qui ne dépasse pas 

0,358 ± 0,01 à la concentration  de 1 mg/ml. 

.  

 

 

Figure 49 : Pouvoir réducteur des extraits  de T. ciliatus  pendant  

floraison (obtenus par macération) et de l’acide  ascorbique. 
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9.2.2.3. Extraits aprés floraison  

D’après la figure 51, nous constatons que l’extrait méthanolique de la plante récoltée après 

floraison et obtenu par macération a présenté une activité beaucoup plus prononcée pour 

réduire le fer,  par rapport aux autres extraits avec une densité optique de l’ordre de 

1,62±0,05 à la concentration 1mg/ml.  L’EHex et DCM ont présenté une  faible activité à 

réduire le fer,  avec des valeurs de densité optique égales à 0,19±0,01 et 0,85±0,02 

respectivement pour une concentration de 1mg/ml. Nous notons que l’extrait aqueux 

n’exerce  pas une activité remarquable pour réduire le fer, reflétée par les DO très faibles 

obtenues à différentes concentrations, malgré sa polarité élevée. Tous nos extraits de la 

plante recueillie après la floraison présentent des activités antioxydantes nettement 

inférieures à celle de l’acide ascorbique. 

 

 

 

Figure 50 : Pouvoir réducteur des extraits  de T. ciliatus  avant floraison, (obtenus 

 par soxhlet) et de l’acide  ascorbique. 
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Tableau 27 : Valeurs de l’EC50 déterminées par le test Réduction du fer, des extraits de T. 

ciliatus ssp. coloratus. 

   EC50 (mg /ml)   

Extraits Av floraison                 Floraison 

       M                      S                 

Ap floraison 

Hex �1 0,791±0,015
b
 0,888±0,024

a
 �1 

DCM 0,818±0,065
a
 0,916±0,004

a
 0,339±0,029

b
 0,365±0,053

a
 

MeOH 0,084±0,007
b
 0,153±0,001

c
 0,069±0,008

d
 0,164±0,01

b
 

Aqu AS ND 0,094±0,005
d
 0,292±0,037

c
 ND 

Aqu �1 �1 ND �1 

Acide 

ascorbique 

0,05±0,004 

Dans chaque colonne ; Les valeurs sont une moyenne de trois essais±SD et portant 

différentes lettres sont significativement différentes (p < 0,001)avec le test de Tukey,  ND : 

Non déterminée. Av : avant, Ap : après, S :extraction par soxhlet M :extraction par 

Macération 

 

 

Figure 51 : Pouvoir réducteur des extraits  de T. ciliatus  après floraison 

et de l’acide ascorbique. 
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L’analyse de la variance a montré une différence significative entre les différents extraits 

dans chaque période de récolte et la méthode d’extraction (p < 0,001) (Tab. 27); il ressort 

également de nos résultats concernant la comparaison des EC50 obtenues pour chaque 

extrait, que l’EMeOH  est celui qui possède l’activité réductrice la plus élevée que l’EHex, 

l’EDCM et l’EAqu  dans les différentes périodes, L’EC50 est de 0,069±0,008 mg/ml pour 

EMeOH F-S, l’EMeOH AvF(0,084±0,007 mg/ml), l’EMeOH F(0,153±0,001 mg/ml) et 

pour l’EMeOH ApF(0,164±0,01 mg/ml).   

Un bon pouvoir réducteur a été enregistré également avec l’extrait AqAS F (EC50 égale à 

0,094±0,005 mg/ml) plus important que l’EMeOHF, on suggère  que ce  dernier  a un 

pouvoir remarquable pour donner des électrons aux  espèces réactives, les convertissant en 

espèces non réactives plus stables et, terminant ainsi la réaction en chaine. 

Le pouvoir réducteur des EMeOH et EAq AS est peut- être expliqué par la présence des 

polyphénols et flavonoïdes qui peuvent jouer un rôle important dans la réduction du fer, et 

ceci grâce au groupement hydroxyle dans les composés phénoliques qui peuvent servir 

comme donneur d’électron (Bougandoura et Bendimerad, 2013). En effet la capacité 

réductrice d’un composé peut servir comme un indicateur significatif de son activité 

antioxydante potentielle (Yang et al., 2014) ; et qu’il y a une corrélation  entre les activités 

antioxydantes et le pouvoir réducteur des constituants de quelques plantes (Yildirim et al., 

2001 ; Benhammou et al., 2009). 

 

Nos résultats indiquent que l’extrait  aqueux pour chaque période de récolte  présentent un 

faible pouvoir réducteur (Tab.11), ceci  est en parfaite concordance avec les résultats de  

Bougandoura et Bendimerad. (2013) qui ont constaté que  le pouvoir réducteur de 

l’extrait méthanolique de Satureja calamintha est largement supérieur par rapport à 

l’extrait aqueux,   ceci peut-être dû à la présence des composés phénoliques en faibles 

teneurs dans les extraits aqueux  par rapport aux extraits méthanoliques, ces mêmes 

constatations sont signalées par Saeed et al. (2012). 

 

Kholkhal et al. (2013
b
) ont rapporté que les tanins de la partie aérienne de T. ciliatus ssp. 

coloratus ont présenté une activité pour réduire le fer avec des valeurs de  DO (1,764) 

supérieure à celle de l’acide ascorbique (0,710), et BHA (0,745),  les flavonoïdes dont  la  
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fraction acétate d’éthyle (0,865) et l’extrait brut (0,810)  à la concentration de 1,25mg/ml. 

Cependant l’extrait brut, la fraction acétate d’éthyle et la fraction butanolique de la partie 

racinaire,  ainsi que les tanins ont présenté une très faible activité avec des valeurs des DO 

qui ne dépassent pas 0,4 à la concentration de 1,25mg/ml, ces valeurs sont inférieures à 

celles de notre étude. 

Dans une autre étude menée par Gaamoune et al. (2015), ils indiquent que  le pouvoir 

réducteur de l’extrait  flavonoïde de T. ciliatus (Desf.) Benth. d’Algérie,  détient une bonne 

capacité à réduire le fer avec EC50  de l’ordre de  33,71±0,22µg/ml,  cela  peut être 

expliqué par le fait que les polyphénols, notamment les flavonoïdes, jouent un rôle très 

important dans la chélation des métaux de transition impliqués dans la réaction de Fenton 

(formation des radicaux hydroxyles résultant de la réaction du fer avec le peroxyde 

d’hydrogène) (Ghedadba et al., 2015). 

En examinant la littérature relative à l’activité antioxydante des espèces du genre Thymus 

par le test de réduction du fer, on constate qu’elle est rare, cependant  Boulanouar et al. 

(2013) ont trouvé une EC50 de l’ordre de 0,025±0,006 mg/ml de T. algeriensis Boiss et 

Reut. Cette valeur reste inférieure à nos résultats.  Une autre recherche effectuée sur une 

espèce de la même famille de thym (Lamiaceae), a montré que l’extrait de Centaurea 

urvillei DC. présente une forte capacité à réduire le fer avec EC50 égale à 0,64 mg/ml 

(Zengin et al., 2011).   

Globalement, les résultats de l’activité antioxydante des extraits de T. ciliatus par les deux 

méthodes (DPPH et réduction du fer) dont le mécanisme est diffèrent, ont révélé que les 

extraits testés présentent un pouvoir réducteur du fer (transfert d’électron) très intéressant 

par rapport au teste DPPH (céder un proton), cela peut-être expliqué par le fait que les 

mêmes composés phénoliques  peuvent avoir  une cinétique d’oxydation différente, selon 

le test utilisé (Ozgen et al., 2006). En plus un antioxydant efficace dans un test n’est pas 

forcément efficace dans un autre (Miliauskas  et al., 2004) ; or d'autres composés dans la 

structure non phénolique peuvent expliquer en partie l’activité antioxydante trouvée dans 

ces extraits (Nickavar et al., 2008).  

 
Le coefficient de  corrélation entre le pouvoir réducteur et la teneur en polyphénols totaux  

des extraits polaires de T. ciliatus ssp. coloratus est de R
2
=0,621( p>0,05) (Fig.52), de  
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même  la teneur en flavonoïdes totaux et le pouvoir réducteur ont présenté un coefficient 

de R
2
=0,689, ( p>0,05). 

 

Figure 52 : Corrélation entre pouvoir réducteur et teneurs en polyphénols totaux (PPT) et  

teneurs en flavonoïdes (Fl) de T. ciliatus ssp coloratus. 

Le pouvoir réducteur de quelques plantes médicinales  présente une corrélation linéaire 

négative avec les teneurs en PPT, le coefficient de corrélation  R
2
=0,492, rapporté par 

Boulanouar et al. (2013). Cependant Gonçalves et al. (2013) ont noté que  le pouvoir 

réducteur de dix plantes médicinales et méditerranéennes présente une bonne corrélation 

linéaire positive  avec les teneurs en PPT R
2
=0,875, ce qui indique que ces substances 

contribuent à l’activité antioxydante.  

Les résultats de l’activité antioxydante des extraits de T. ciliatus, indiquent que cette plante 

possède des composés phénoliques à activités antioxydantes importantes, justifiée par les 

utilisations traditionnelles du thym (Tamert et Latreche, 2015). 
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10. Chromatographie sur Couche Mince des EMeOH de T. ciliatus 

Les chromatogrammes des EMeOH (à différents stade de croissance) de Thymus ciliatus 

ont été obtenus avec un système de migration B.A.W. : butanol/ acide acétique/ eau (60 : 

15 : 25) (v/v/v) (Annexe 3). 

 La révélation a été effectuée par lumière  UV à 254 nm et à 365 nm, et avec des 

révélateurs chimiques  tel que AlCl3, DPPH ont été employés à cet effet. Les résultats de 

 nos extraits sont résumés dans le 

tableau 28. 

La pulvérisation du chromatogramme des extraits par AlCl3 à 2% a révélé la présence des 

flavonoïdes, sous forme de  spots 

thanoliques. Après révélation par 

une solution de s, traduite par 

une couleur jaune sur fond violet, nous ont permis de déduire que les extraitsMeOH 

renferment des composés susceptibles de piéger les radicaux libres. 

Les profils CCM de ces extraits montrent que l'extrait MeOHF est plus riche en composés 

comparativement aux deux autres extraits MeOHAvF et ApF (Tab.28). La présence des 

 aussi ce 

dernier intéressant, ce qui nous a motivé à son investigation phytochimique. 
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Tableau 28 : Résultats de la séparation par CCM des extraits MeOH  de T. ciliatus dans le 

système de solvant :B.A.W. (60 : 15 : 25) (v/v/v) 

Extraits Rf 254 nm 365 nm AlCl3 DPPH 

MeOHAvF 

 

 

 

 

 

 

 

 

MeOHF 

 

 

 

 

 

 

 

 

MeOHApF 

 

 

 

 

 

 

0.30 

0,37 

0.49 

0.58 

0,61 

0.73 

0.82 

0.92 

 

0.29 

0.35 

0.47 

0.54 

0.63 

0.71 

0.82 

0.89 

 

0.16 

0.30 

0.37 

0.48 

0.59 

0.64 

0.69 

0.73 

0.82 

0.88 

_ 

_ 

_ 

_ 

_ 

_ 

_ 

Visible  

 

Visible 

Visible 

Visible 

Visible 

Visible 

Visible 

Visible 

Visible 

 

Visible 

Visible 

Visible 

Visible 

Visible 

Jaune pale  

Jaune pale  

Bleu blanc fluorescent  

Jaune pale  

Jaune pale  

Jaune pale  

Bleu blanc fluorescent  

Bleu blanc fluorescent  

 

Rose claire 

Bleu blanc fluorescent  

Jaune pale  

Jaune pale  

Rose claire  

Bleu blanc fluorescent  

Bleu blanc fluorescent  

Bleu blanc fluorescent  

 

Rose claire  

Rose claire 

Rose claire  

Bleu blanc fluorescent  

Bleu claire  

Rose claire  

Jaune pale 

Rose claire 

Bleu blanc fluorescent  

Bleu blanc fluorescent  

_ 

_ 

_ 

_ 

_ 

_ 

_ 

 

 

Jaune 

Jaune claire 

Jaune 

_ 

_ 

_ 

 

Jaune claire 

 

Jaune claire 

Jaune claire 

_ 

Jaune claire 

- 

- 

- 

- 

- 

Jaune claire 

_ 

_ 

Jaune blanc 

Jaune blanc 

_ 

_ 

- 

Jaune blanc 

 

Jaune blanc 

Jaune blanc 

- 

Jaune blanc 

- 

Jaune blanc 

Jaune blanc 

Jaune blanc 

 

- 

- 

- 

Jaune blanc 

Jaune blanc 

- 

Jaune blanc 

- 

- 

Jaune blanc 
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11. Analyse par HPLC des extraits méthanoliques de T. ciliatus 

Les extraits méthanoliques (EMeOH) de T. ciliatus obtenus à différents stade de croissance 

(par macération), ont été analysés par HPLC, afin de comparer leur profil 

chromatographique. 

Les profils chromatographiques des extraits méthanoliques sont représentés dans la figure 

53.  

 

 

 

Figure 53 : Profils chromatographiques des extraits méthanoliques par HPLC 

A : avant floraison ; B : floraison ; C : après floraison 

 

 

 

A 

B 

C 
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Chaque profil chromatographique a révélé la présence de plusieurs molécules (quatorze) 

dans nos extraits avec des différents temps de rétention. Cette variation dans la 

composition peut  justifier en partie les résultats obtenus (PPT et activité antioxydante). 

La comparaison des temps de rétention des standards (Annexe 4),   avec ceux enregistrés 

(Quercétine) dans EMeOH  après floraison (Tr : 40mn). 

On dénote également  la dominance de cinq pics majorirtaires avec des différents temps de 

rétention ; cependant  un pic majeur a  

(Tr : 38,5mn  : 

31mn.   

 

12. Analyse des composés isolés par RMN. 

Les investigations phytochimiques menées sur les deux extraits méthanoliques (EMeOH F  

et EMeOH F-S) sélectionnés 

molécules CMA et CMB 

 CMPA : a été obtenu sous forme de poudre jaunâtre, soluble dans le Méthanol et se 

colore sur CCM en orange après révélation au réactif de NEU. 

 CMPB 

colore en jaune fluorescence après révélation au réactif de NEU. 

 

  analyses ont été effectuées dans le 

laboratoire de  Chimie général, Organique  -Belgique. 

Les spectres RMN (1H ; 13C ;  Cosy ; HSQC) du composé CMA sont représentés dans les 

figures(54,55).Les spectres RMN (1H ; 13C (DEPT) ;  Cosy ; HSQC) du composé CMB 

sont illustrés dans les figures(56,57).  
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Figure 54 : Spectre RMN 1H (500 MHz- MeOH-d) (a) ; Spectre RMN 13C (125 MHz- 

MeOH-d) (b) du composé CMA 

 

 

 

a 

b 
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Figure 55 : Spectre de corrélation Cosy (a); HSQC du composé CMA(b) 

 

 

 

 a 

b 
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Figure 56 : Spectre RMN 1H (500 MHz- H2O-d) (a); Spectre RMN 13C (DEPT) (125 

MHz- H2O-d) (b)  du composé CMB 

 

 

a 

b 
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Figure57 : Spectre de corrélation Cosy (a); Spectre HSQC (b) du  

composé CMB 

 

b 

a 
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13. Histologie  de T. ciliatus  

A fin de T. ciliatus, nous avons effectuées une étude 

anatomique pour localisé les organes de sécrétions des huiles essentielles. 

13.1. Tige de T. ciliatus 

L Thymus ciliatus aux différents stades 

« avant floraison, pendant floraison et après  floraison » au microscope optique à différents 

grossissements (X100 et X400) (Fig.58), nous a permis de ne distinguer aucune différence 

tiges des labiées (Speranza et Calzoni, 2005).  On observe de l'extérieur vers l'intérieur 

les tissus   axiale, on constate deux 

zones : la central.  Ce dernier est la partie qui prédomine avec 

le xylème. 

 

Le revêtement de la tige est  épidermique  (EP) qui possède 

une épaisseur plus ou moins large en raison de son importance pour la protection des tissus 

internes. Il est constitué par une seule assise de cellules plongées et jointives. Ce tissu est 

protégé par la cutine qui le rend imperméable au contact avec le milieu externe. 

notamment contre la dessiccation. Speranza et Calzoni, (2005)  rapportent que les poils 

de protection sont constituées de cellules mortes et, de ce fait, ils ne contiennent que de 

l'air. Leur masse soyeuse réfléchit en grande partie les rayons solaires et leur 

enchevêtrement dense réussit à retenir, à l'abri de l'épiderme, une couche d'air qui se sature 

lentement d'humidité au lieu d'être rapidement renouvelée. Contrairement à la feuille ; 

iderme de la tige porte de rares poils sécréteurs. 

 

La zone corticale est occupée par un tissu de parenchyme appelé parenchyme  cortical 

(PC), nous notons la présence de paquet de collenchyme aux quatre angles de la tige, ce 

,  type collenchymateux 

(Co) constitué des cellules de forme arrondie  à parois  cellulosique. A partir de strate de 

 (Ed) commence le cylindre central, l'endoderme correspond à la partie la plus 

interne du cortex (écorce) dans les jeunes tiges constituées d'une seule couche de cellule. 

Plus la plante devient âgée, plus  se lignifie.  
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Figure 58: Coupe transversale de la  tige de  T. ciliatus ssp. coloratus observée au microscope 

optique (GX100 : X400)  ; A 0) ; B :détail (X400) ; C:Cortex  (X400) ;  c : 

PS :poil sécréteur(X400) ; D :cylindre central(X400)  ; E :Témoin  (X100)  (PT :poil tecteur ; 

Col :collenchyme ; PC :parenchyme cortical ;EN : Endoderme ; PH :Phloème ; XY :xylème ; 

PM :parenchyme médullaire ; EC :écorce ; CC : cylindre central ; Ca : Cambium ; CA : Cavité) 
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Le cylindre central est formé par le phloème (PH) (coloré en rose), et de xylème (XY) 

(coloré en vert) : ce dernier forme un réseau lignifié très important disposé sur un seul 

cercle, situé juste au-dessus de la moelle avec des petites cellules angulaires et circulaires 

caractérisées par une différenciation centrifuge. 

  produit du Xylème II et un peu de phloème II L

liège et en 

caractère herbacé de cette tige (Boutin et al., 2010). 

 Et en dernier, le parenchyme médullaire ou cylindre central (PM) qui est composé des 

cellules arrondies occupant le centre de la tige avec la présence de méats bien visible. 

 

13.2. Feuille de T. ciliatus: 

Observation des coupes transversales  de la feuille de Thymus ciliatus aux différents stades 

« avant floraison, pendant floraison et après floraison »  à différents grossissements (X100 

et X400) (Fig.61) montre que la feuille est bifaciale, le limbe foliaire présente une symétrie 

dorco-ventral,  : 

 (EP) constitue la couche de cellules la plus externe recouvrant la feuille 

entière. Les cellules sont de forme allongée jointives, recouvertes 

cuticule, cette dernière présente des courbures sur la face inférieure et supérieure, dans les 

cavités se trouvent les poils glandulaires (la crypte pilifère). 

 Poil glandulaire (PG) :  ou pluricellulaires ancrés dans le limbe par 

une cellule pied rattaché  cellule pied porte 8 cellules 

sécrétrices en couronne qui produisent HE, ce dernier  entre la paroi des 

cellules et la cuticule (poche), suite à une action mécanique ou une variation 

hygrométrique se déchire et lib  constitue 

une véritable glande (Fig.59) (Franchomme et al., 2001) . 

 

Figure 59 : (Franchomme et al., 2001) 
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les poils sécréteurs occupent surtout la face supérieure, mais elles sont présentes au niveau 

de la face inferieure, ils sécrètent évaporation produit un 

refroidissement ralentissant la transpiration, en plus les feuilles de petite taille 

(macrophylle) réduit la surface de transpiration (Faurie et al., 2012), ils permettent à la 

s pourraient également 

s de dissuasion vis-à-vis des herbivores (Hopkins, 2003).   

 

Ce type de poils glandulaires épidermiques est présent chez les autres espèces de la famille 

des lamiacées. Une expansion des cellules épidermiques  forme  aussi des poils tecteurs de 

type pluricellulaire (PT), Jouant un rôle dans la protection de la plante, notamment contre 

la dessiccation. 

 

Le mésophylle est hétérogène divisé en parenchyme palissadique et lacuneux. Le 

parenchyme palissadique (PP) à la face ventrale constituée de cellules allongées, 

parallélépipédiques, serrées les unes contre les autres, formant des assises continues ne 

présentant aires. Ces cellules sont riches en chloroplastes, tandis 

que le parenchyme lacuneux(PL) à la face dorsale est constitué de cellules de forme lobé 

sont séparées par des grands espaces intercellulaires à partir desquels les gaz confluents  

vers les chambres sous stomatiques. 

 

 Entre les deux zones de mésophylle se trouve le système vasculaire représenté par les 

nervures. Ces derniers sont entourés une strate endodermique, et elle comprend faisceaux 

xylème et phloème et une gaine de sclérenchyme. Néanmoins ; cette feuille présente une 

particularité. Elle possède un endoderme qui 

de la feuille,  suivi de Sclérenchyme qui forme une gaine  qui enserre des minuscules 

faisceaux vasculaires, qui sont  le Phloème (PH) : (= liber, = tissu libérien) tissu complexe 

formé de différents types de cellules criblées, servant à la distribution des éléments 

nutritifs,  le Xylème (XY) : (= bois, = tissu ligneux) tissu complexe, composé de différents 

types de cellules mortes. Le collenchyme se caractérise par son remarquable 

développement sur les deux faces de la nervure principale,  le collenchyme inférieur et  le 

collenchyme supérieur. 
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 à la face 

abaxiale.  stomatique est entouré de deux cellules. Les cloisons des cellules 

aboutissent sur la même cellule de bordure. Les deux cellules sont plus ou moins parallèles 

au stomate (Fig. 60). Elles sont de grandeurs inégales et la plus grande à tendance à 

recouvrir l'autre. Ceci est en  accord avec Van Cotthem, (1970) qui dénote que ce type de 

stomate est présent chez les lamiacées, et sont détectés lors de  microscopique de 

la poudre  de Thymus vulgaris (Bruneton, 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 60: Observations microscopiques des stomates de feuille de T. ciliatus à 

différentes périodes de croissance (A : avant floraison ; B : floraison ; C : après floraison) 

A B C 
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Figure 61: Coupe transversale de  la feuille de T. ciliatus ssp. colotatus observée au microscope 

optique (GX100 : X400), A :vue général (X100) ; B :temoin (X400) ; C : nervure 

principal (X100) ;D: faisceau conducteur(X400) ; E : mésophylle ; F :poil glandulaire 

(Col :collenchyme ; EN :endoderme ; SC :sclérenchyme ; Xy :xylème ; Ph :phloème ;  PS : poil 

sécréteur ;  EpS :épiderme supérieur ;  EpI :épiderme inferieur ; PP :parenchyme 

palissadique ; PL :parenchyme lacuneux ; Crp :  crypte pilifère ; Nr : nervure ; NrP : nervure 

60µm 

  30µm         25µm 

  70µm 

Crp 

Nr 

Col 
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T. ciliatus 

figure 62, Ce sont des molécules de calcium, stockées dans le parenchyme sous forme de 

Macles, en effet ce type de stockage  peut jouer le rôle de détoxification.  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

10.3. Etude histométrique 

histologique, nous a permis de mieux connaître la structure anatomique. En outre, 

étude histométrique nous a permis  la mesure des différents tissus. 

 le tableau 29, on constate au stade de floraison les tissus atteignent leurs tailles 

maximales au niveau de la feuille.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 62 :  (GX400) 
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Tableau 29 : Mesures histologiques de la  feuille de T. ciliatus ssp coloratus(µm) 

Tissus AvF F AF 

Poil glandulaire 26±6.99b 38,77±8,18a 37,77±6,67a 

Poil tecteur 12,5±3,53a 14±6,99a 15±7,07a 

Epiderme 21±3,94a 24±2,11a 24±3,94a 

Parenchyme palissadique 72,5±6,77a 79±7,38a 71,5±8,18a 

Parenchyme lacuneux 59,5±4,37a 55,5±7,21a 62±9,14a 

Fibre péricyclique 59,5±5,50a 65±4,71a 58,95±6,32a 

Phloème 24,5±3,68a 25±4,08a 26±4,59a 

Xylème 24±3,16a 26,5±4,74a 26,5±3,37a 

Dans chaque ligne ; Les valeurs sont une moyenne de dix essais±SD et portant même 

lettres ne sont significativement différentes (p > 0,05) avec le test de Tukey, . Av F : avant 

Floraison, AF : après floraison, F : floraison.  

 

analyse de la variance a montré que  les valeurs enregistrées, ne varient pas 

 à une autre (p>0,05), épiderme est de 15±7,07 à 21± 3,53 

µm, le parenchyme palissadique est de 71,5±8,18 à 79±7,38 µm, le parenchyme lacuneux 

est de 55,5±7,21 à 62±9,14 µm, la fibre péricyclique de 58,95±6,32 à 59,5±5,50 µm, le 

phloème de 24,5±3,68 à 26±4,5 µm et de même pour le Xylème  de 24±3,16 à 26,5±4,74 

µm. 

Cependant, les tailles des poils glandulaires varient significativement (p<0,05), elles sont 

de26±6.99 à 37,77±6,67 µm, cette variation est en relation avec la sécrétion des HEs qui 

augmente en période de floraison.  

 

Les résultats obtenus lors de la comparaison histométrique de la tige de T. ciliatus  aux 

différents stades développement de la plante sont regroupés dans le tableau30  

 à un autre. Les dimensions 

 

lesquelles évolue le végétal (stress hydrique, action anthropique, pollution...) 
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Tableau 30 : Mesures histologiques de la tige de T. ciliatus ssp coloratus (µm) 

Tissus AvF F AF 

Epiderme 10±00a 11±3,16a 11±3,16a 

Poil tecteur 58±10,25a 42,7±11,47b 53±12,51ab 

Parenchyme cortical 148±34,25a 152,5±30,57a 156±25,90a 

Endoderme 19±5,67a 12,5±2,63b 16±5,16ab 

Phloème 29±7,37a 31±6,14a 29±8,75a 

Xylème 116,5±14,91a  131,1±39,37a 133±24,96a 

Parenchyme médullaire 145,2±36,38a 170,5±29,19a 168±32,59a 

Dans chaque ligne ; Les valeurs sont une moyenne de dix essais±SD et portant même 

lettres ne sont significativement différentes (p > 0,05) avec le test de Tukey,  Av F : avant 

Floraison, AF : après floraison, F : floraison.  

 

après le tableau 30, 

(p<0,05),  les poils tecteurs avec une valeur la plus élevée en période de floraison 

(42,7±11,47µm) et la plus faible en période végétative (58±10,2µm), en plus 

aussi a présenté une variation avec une valeur la plus faible a été enregistrée en période de 

floraison (12,5±2,63µm) tandis que la plus élevée en  période végétative(19±5,67µm) ; 

, le parenchyme médullaire,  le xylème, le phloème et le parenchyme 

cortical ne présentent pas de différence significative  (p > 0,05). 
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Conclusion générale et perspectives  

Les Plantes Aromatiques et Médicinales constituent une grande source d’antioxydants et 

d’antibactériens naturels pour l’industrie agroalimentaire, pharmaceutique et cosmétique, 

Dans le but de  rechercher de nouvelles molécules à intérêt thérapeutique ; nous nous 

sommes intéressés à l’étude phytochimique de deux plantes aromatiques de l’Est-algérien, 

Pinus halepensis Mill. et Thymus ciliatus ssp. coloratus et de rechercher une éventuelle 

activité biologique.  

 

Dans un premier temps, notre travail s’est consacré à mettre en évidence la variabilité de la 

composition chimique des huiles essentielles. Les facteurs  sont : la période et le lieu de 

récolte de la plante.  Une extraction et une analyse qualitative et quantitative par CG/MS 

des huiles essentielles ont été réalisées.  

  

Le rendement moyen de l’huile essentielle des aiguilles de P. halepensis Mill. récoltées 

dans  la région  lac Mellah  est de 0,81%  est supérieur à celui de  Zarouria (0,3%). 

L’analyse par CG/SM a montré qu’il y a une différence dans la composition chimique, 

avec  prédominance du �-caryophyllène  dans les deux HEs. Les rendements moyens en 

HE  de la partie aérienne de Thymus ciliatus varient selon la période de récolte. En effet, 

selon les trois récoltes effectuées,  le rendement le plus élevé et celui de l’HE après 

floraison, suivie de l’HE floraison puis avant floraison. L’analyse  chimique par CG/SM, a 

montré qu’elles sont constituées essentiellement par les  monoterpènes phénoliques dont : 

le thymol  et le carvacrol, avec des taux inversement proportionnels pendant les trois 

périodes de récoltes et qui présentent des propriétés physicochimiques en accord avec 

celles de la littérature. 

 

Les tests phytochimiques de  Thymus ciliatus ssp. coloratus ont mis en évidence la 

présence des flavonoïdes, des tanins cathéchiques, des coumarines, des anthocyanes et des 

terpènes et  stéroïdes. 

 

la quantification des extraits de T. ciliatus par des méthodes de spectrophotométries, nous a 

permis de déterminer les teneurs en phénols totaux par le réactif du Folin-Ciocalteu, et en 

flavonoïdes par le trichlorure aluminium. La teneur la plus élevée est observée au mois de 

juin dans l’extrait brut, quant aux extraits aqueux obtenus par macération, ils présentent 

des teneurs très faibles en PPT et Fl. 
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Concernant les extraits obtenus par des extractions successives par des solvants à polarité 

croissante (Hexane, dichloromethane, Methanol, eau) au cours de trois périodes de 

croissance, on a décelé que les extraits polaires avaient plus de composés phénoliques que 

les extraits apolaires.  En plus, les résultats ont révélé que l’eau et le méthanol étaient de 

meilleurs solvants que les autres (Hex, DCM), d’ailleurs la teneur  en PPT et Fl est 

maximale en période de floraison  dans les extraits MeOH et AqsAS obtenus par extraction 

au soxhlet par rapport à ceux obtenus par macération.  D’après nos résultats les teneurs en 

PPT semblent être influencées par le solvant d’extraction, et leur optimisation  dépend de 

la méthode d’extraction (soxhlet).  En outre,  cela peut être dû à la variabilité de la 

composition chimique de chaque extrait. En effet, les profils des différents 

chromatogrammes obtenus par HPLC ont révélé la présence de nombreux composés avec 

des temps de rétention très variables, dont les pics majoritaires sont  également variables 

d’un stade à un autre de l’extrait méthanolique. 

 

L’étude de l’activité antioxydante in vitro a été réalisée en employant deux méthodes : test 

du piégeage du radical libre DPPH�, et la réduction du fer ; chacune cible un mécanisme 

d’action des antioxydants. On constate  que tous les extraits obtenus en utilisant des 

solvants à polarité croissante (Hex, DCM, MeOH, AQ) et l’extrait du macéré aqueux 

(EAq) présentent un effet inhibiteur du radical DPPH� et la capacité à réduire le fer, et elles 

varient au cours du développement de la plante. Effectivement, le test au DPPH révèle que 

ces deux extraits (AqAS, MeOH) sont les plus actifs comme piégeur du radical DPPH� 

dont l’extrait aqueux qui a l’effet antiradicalaire le plus puissant, suivi par l’extrait 

méthanolique. Cependant, cette activité reste bien inférieure à celle retrouvée en présence 

de l’acide ascorbique, les mêmes  extraits ont montré une bonne capacité à réduire le fer.  

  

En outre, les HEs de T. ciliatus ont montré une activité antioxydante faible vis-à-vis du 

radical DPPH� par rapport à celle de l’acide ascorbique, dont l’HE après floraison  

présentant la plus grande activité antioxydante,  par contre elles sont plus actives dans la 

réduction du fer.   

 

 L’activité antimicrobienne évaluée par les tests In vitro, par la méthode de diffusion sur 

gélose ; montre que les HEs de T. ciliatus possèdent  un pouvoir antibactérien important 

sur les germes multi- résistants responsables des maladies infectieuses et les souches de 

références. D’après l’aromatogramme, les trois HEs ont un large spectre d’inhibition,  
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agissant aussi bien sur les bactéries à Gram (+) que sur les bactéries à Gram (–), les zones 

d’inhibition dépassent le plus souvent 20 mm. L’inhibition de la croissance varie en 

fonction de l’espèce bactérienne et la composition chimique de l’HE. Les HEs à 

monoterpènes phénoliques se sont avérées plus efficace par rapport aux HEs à 

monoterpènes hydrocarbures de Pinus halepensis. Les valeurs des CMI (Concentrations 

Minimales Inhibitrices) sont relativement moyennes pour les trois huiles essentielles de T. 

ciliatus. Les propriétés biologiques des huiles essentielles de manière globale seraient liées 

à la complexité de la composition chimique et la synergie entre les différents constituants. 

Ces résultats apportent des éléments de validation scientifique de l’usage traditionnel de 

ces espèces, pour leur activité antibactérienne.  

 

Les résultats du criblage  biologique préliminaire des extraits testés ont montré que les 

deux extraits MeOH et AqsAS obtenus en floraison  ont été sélectionnés en vue d'une 

purification des composés actifs par les techniques classiques de chromatographie. Deux 

produits purs ont été obtenus et ils ont fait l’objet d’essais d’analyse en Résonance 

Magnétique Nucléaire (RMN).  

 

Notre travail est consacré à l’étude anatomique de la tige et de la feuille de T. ciliatus à 

différentes périodes, A la lumière de nos observations, nous pouvons conclure que la 

feuille et la tige de Thymus ciliatus sont caractérisées par la présence de poils sécréteurs 

d’huile essentielle caractéristique du genre Thymus, avec une dominance des poils tecteurs 

au niveau de la tige. L’étude histométrique a montré qu’il n’y a pas de différence 

significative des tissus aux différents stades de croissance, excepté pour les cryptes dans la 

taille en rapport avec la synthèse des huiles essentielles. L’anatomie de la tige et de la 

feuille de P. halepensis Mill. a été rapportée dans mon mémoire de Magister (Sadou, 

2008). 

A l’issue de ce modeste travail, nous estimons d’avoir contribué à la valorisation de deux 

espèces médicinales d’Algérie à savoir T. ciliatus ssp. coloratus et P. halepensis Mill. par 

la caractérisation chimique et l’étude de l’activité biologique (antibactérienne et 

antioxydante). Cependant cette étude mériterait d’être poursuivie afin de répondre à des 

questions essentielles relatives à une exploitation industrielle selon les perspectives 

suivantes  
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� Approfondissement des propriétés thérapeutiques des HEs déjà mises en évidence,  

en étendant le champ d’investigation à différentes souches pathogènes, et en déterminant 

les mécanismes d’action  de ces HEs.  

� Des essais complémentaires seront nécessaires afin de trouver des formules pour  

l’utilisation des propriétés antibactériennes de ces huiles essentielles dans les domaines  

pharmaceutique, et cosmétique.  

 

Des Fractionnements et purifications des extraits aqueux après les solvants afin de 

connaitre la où les molécules à l’origine des effets antioxydants  et la détermination 

structurale des molécules isolées grâce à la combinaison de certaines méthodes d’analyse 

chimique, spectrophotométriques (UV, RMN, SM), chromatographiques (CCM,  HPLC, 

MS). 
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Annexe 1 : Programme de fractionnement des extraits méthanoliques de T. ciliatus 

(A: E AcOEt F-S, B : EMeOH F). 
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Annexe 2 : Aromatogramme  et antibiogramme de quelques souches testées (vis à vis des 
HE de T. ciliatus), HE : huile essentielle ; AvF : avant floraison ; AF: Après floraison ; F : pendant 

floraison ;  

GEN :Gentamicine ; OFX :Ofloxacine ;S : Staphylococcus ; K : Klebsiella ; E : Pseudomonas 
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Annexe 3 : Chromatogramme  sur Couche Mince des extraits méthanoliques  

de Thymus ciliatus 

 

Annexe 4 : Chromatogramme HPLC : A : Naringenine, B : Quercétine 
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ملخص

Pinus halepensis Mill.
%0,810,3 ,%.

16:-pinène, (%31, 89) -caryophyllène
-myrcène, (%24,41)

16-pinène(%21,01)caryophylléne,
 -(%31,14)-terpinolène ( % 9,43).

)Escherichia coli,Pseudomonas  aeruginosa

Stalocphylococcus aureus(,.

:-Pinus halepensis Mill.- CG/SM -

Résumé

L'huile essentielle aiguilles de Pinus halepensis Mill., récoltées dans la forêt du lac Mellah situé dans le Parc
National d et la forêt Zaarouria (Souk Ahras), obtenue par hydrodistillation donne respectivement un
rendement de 0,81% et de 0,3%. uile essentielle des aiguilles du lac Mellah comprend 16 constituants. Les
majoritaires sont, le -caryophyllène (31,89 -pinène (24,41%) et le -myrcène (19,38%). Celle de
Zaarouria, comprend 16 composés -pinène (21,01%), le -caryophyllène
(31,14%) et -terpinolène (9,43%). Ces huiles essentielles testées in vitro sur trois souches antibio-résistantes
(Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeroginosa, et Escherichia coli), souvent responsables d
nosocomiale ont montré un pouvoir antibactérien.

Mots clés : huile essentielle - Pinus halepensis Mill. - activité antibactérienne - CG/SM.

Abstract

The needles essential oils of Pinus halepensis Mill. collected from the Mellah Lake forest located in the National
Park of El Kala and from the forest of Zaarouria forest (Souk Ahras), obtained by hydrodistillation. Give a yield
of 0,81% and 0,3% respectively. The essential oils of the needles from Melah lake is composed from 16
compounds, which three in majority are: -caryophyllene (31,89%), the -pinene (24,41%) and the myrcene
(19,38%). But those of Zaarouria forest from the 16 identified compounds are the -pinene (21,01%), the -
caryophyllene (31,14 %) and the -terpinolene (9,43 %). These essential oils were tested in vitro against three
antibiotic resistant bacteria (Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa) often
responsible for nosocomial infections have showed antibacterial activity.

Keywords: essential oils - Pinus halepensis Mill. - Antibacterial activity - GC/MS.

*Auteur correspondant : bionina2001@yahoo.fr
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1. INTRODUCTION

Les plantes médicinales constituent une
composante fondamentale du
système de santé dans le monde; elles
demeurent une source inépuisable de substances
biologiquement actives. La phytothérapie est
une discipline qui tend toujours à se renouveler,
car la recherche des nouveaux médicaments est
continuelle [1].

, vis-à-vis des
bactéries multi-résistantes nous incitent à
chercher de nouvelles possibilités, pour lutter
contre celles- ssor actuel de la thérapie
par des su
les huiles essentielles offre de nouvelles
perspectives thérapeutiques. En effet, depuis
quelques années, un intérêt accru est porté sur
les huiles essentielles ayant montré des
propriétés antibactériennes [2]. Les huiles
essentielles présentent une activité antiseptique
non négligeable connue depuis Antiquité, elles
sont utilisées dans de nombreux domaines,
pharmaceutique, cosmétique et agro-alimentaire
[3].Pinus halepensis Mill., ou pin est un
arbre de 15 à 20 m de haut, aux branches
étalées qui occupe une aire de répartition
morcelée sur tout le pourtour méditerranéen.
Son écorce lisse de couleur gris-argentée,
devient crevassée gris-brunâtre, riche en tanins.
Les aiguilles sont de fausses feuilles
persistantes, filiformes, groupées par paire. Les
cônes femelles ovoïdes de 6 à 12 cm de long,
sont roux vif, luisant à maturité [4, 5, 6].
En Algérie, P. halepensis Mill., occupe
principalement -aride et

. Cette
espèce forme des forêts dans les collines et les
régions sèches du littoral méditerranéen ainsi
que dans les montagnes semi-arides; elle peut
atteindre parfois jusqu'à 2 200 m dans
les montagne dans les
terrains calcaires du littoral algérien [7, 8].
Le pin a des vertus thérapeutiques connues
depuis longtemps ; en Algérie, ses bourgeons,
ses aiguilles, son essence et sa résine sont
utilisés en médecine traditionnelle comme
expectorant, balsamique, antiseptique et
antirhumatismal [9, 10, 11].
travail est la caractérisation de la composition
chimique uile essentielle de Pinus

halepensis Mill., et son activité
antibactérienne vis-à-vis de trois souches
bactériennes résistantes aux

Antibiotiques, Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa et Staphylococcus aureus.

2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Matériel végétal

Les aiguilles de P. halepensis Mill. ont été
récoltées au printemps dans deux sites ; la forêt
du lac Mellah dans le Parc National d El Kala,
caractérisée par un climat humide et la forêt
Zaarouria à Souk Ahras caractérisée par un
climat subaride.
Nous avons prélevé au hasard, des aiguilles
portées par des rameaux inferieurs
dix arbres en floraison dans chacun des deux
sites. été identifiée selon la flore de
Quezel et Santa ainsi que celle de Maire [7, 8].
La récolte a été réalisée tôt le matin car les
vertus thérapeutiques des plantes y sont le plus
concentrées. Les aiguilles ont été nettoyées puis
séchées dans un endroit sec,
la lumière [12].

2.2. Extraction de l’huile essentielle

uile essentielle est effectuée
par n
appareil de type Clevenger [13, 14]. Un
échantillon de 100 g aiguilles sèches est
soumis à ébullition pendant trois heures dans de

eau distillée, obtenu est passé à
travers du sulfate de sodium anhydre afin

est stockée à 4°C dans des flacons en verre
ambré, pour une analyse chimique ultérieure
[15, 16]. Le rendement en huile essentielle est

essentielle obtenue et la masse de la matière
végétale utilisée [17].

2.3. Détermination de la composition
chimique

La c uile essentielle
a été déterminée e
en phase gazeuse couplé à un spectromètre de
masse (CG/SM) de type Shimadzu QP2010, les
analyses ont été réalisées en mode ionisation
par impact électronique(EI) avec une énergie
d'ionisation de 70 eV en utilisant l'acquisition
en mode SCAN. La colonne utilisée est une OV
17 de 25 m x 0,25 mm x
0,25 µm. Les injections ont été faites en mode
splitless. L'hélium a été employé comme gaz
vecteur à un débit de 1mL.min-1. La
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température de la colonne est de 60 à 220°C à
raison de 3°C min-1 en mode splitless. Les

la ligne de

transfert sont de 250 et 220°C. La température
du four a été programmée comme suit : la
température initiale de la colonne est de 60°C
maintenue en isotherme pendant 4 min puis
augmentée à raison de 3°C.min-1 pour atteindre
220°C. Le volume injecté

est de . Les
composés de cette huile correspondants aux
pics majeurs de chaque chromatogramme ont
été identifiés, d'une part, par comparaison de
leurs temps de rétention (Tr) avec une
série témoins 9-C28), et

autre part, par comparaison de leurs spectres
de masses avec ceux des composés chimiques
répertoriés dans une banque de données Nist27
[18, 19].

2.4. Evaluation de l’activité antibactérienne

essentielle a été réalisé par la méthode de
diffusion sur milieu gélosé ou aromatogramme
[20]. L'aromatogramme est une méthode
inspirée de l'antibiogramme, il permet de

essentielle par mesure du diamètre d'inhibition,
autour d'un disque imprégné de celle-ci, ou

dilutions au un-demi et au un-quart  de celui-ci.
Ces huiles ont été diluées dans le DMSO
(Diméthyle sulfoxide). Trois souches
bactériennes cliniques isolées ont été choisies
pour leur résistance aux antibiotiques,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et
Staphylococcus aureus, ce sont des bactéries
Gram(+) et Gram(-
Un disque de 6 mm de diamètre en papier

P. halepensis Mill.

mm de diamètre contenant un milieu gélosé «

préalablement ensemencé par écouvillonnage

concentration de 0,5 Marc Ferland, de 106 à 108

CFU.mL-1 pour chaque souche. Un disque
imprégné avec le DMSO (Diméthyle sulfoxide)
est appliqué dans les boites témoins, trois
répétitions sont réalisées pour chaque essai. Les
boites de Petri sont incubées pendant 24 h à

par un halo translucide autour de chaque
disque; la présen
expliquerait la sensibilité ou la résistance des
germes vis-à-vis des extraits testés; selon une
échelle de notation symbolique allant de à

comme suit :
Ø < 10 mm : huile essentielle (HE) sans action
inhibitrice (-)
16 > Ø : HE à une action inhibitrice
intermédiaire (+)
25 > Ø : HE à une action inhibitrice
importante (++)
Ø : HE à une action inhibitrice très

efficace (+++)

3. RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. Rendement

Le rendement moyen (0,81%)
essentielle des aiguilles de P. halepensis Mill.
récoltées dans le site 1 est supérieur à celui
(0,3%) du site 2 Nous notons que le rendement
de l'huile essentielle de la même espèce récoltée
dans la région de Sidi Fredj en Algérie, est de
0,52% [24]. Cette variation est probablement du
à la sensibilité de l
biotique et abiotique.

3.2. Composition chimique

Les chromato
obtenus sont comparés à la banque de donnée

correspondants l'intérêt de la CG/SM. Les
constituants chimiques identifiés dans les
aguilles de pin du lac Mellah (site1) sont au
nombre de 16 (Tab.1 et fig.1a), ce sont
principalement le -caryophyllène (31,89%),

-pinène (24,41%) et le -myrcène (19,38%).
Les composés mineurs sont représentés par -
terpinolène (5,27%), -caryophyllène
(4,76%), la Sabinène (3,42 -pinène
(2,13%).

s aiguilles de P. halepensis

Mill. du site 2  a décelé la présence de 16
composés (Tab.1 et Fig.1b), parmi lesquels on
distingue des constituants majoritaires tels que:

-pinène (21,01%) et le -caryophyllène
(31,14%), ces deux composés constituent plus
de la moitié de la composition totale de cette

en quantités moins importantes ont été
identifiés, à savoir le -myrcène (9,3%), la

-terpinolène (9,43%) et le
phényl-éthyl-isovalerate (3,9%).
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Tableau.1 :. Pinus halepensis Mill.

Tr (min) Composé
Aire de présence (%)
Site 1 Site 2

3.18 -thugène - 0.63
3.72 -pinène 24,41 21,01
4.74 -pinène 2.13 -
4.79 Sabinène 3.42 8.21
5.24 -myrcène 19.38 9.3
5.45 3-carène 1.33 2.17
4.17 -terpinène - 0.56
5.85 Terpinène 4-acétate 0,40 -
6.09 Limonène 1.35 1.59
6.31 -phelandrène 0.66 0.94
6.78 -cis-ocimène 1.13 1.18
7.07 -terpinène 6.69 1.02
7.97 -terpinolène 5.27 9.43
13.53 Terpinène 4-ol 0.56 1.28
18.56 -cubibène 0.46 0.59
21.06 -caryophyllène 31.89 31.14
22.55 -caryophyllène 4.76 4.68
26.84 Phényl-éthyl-isovalerate 1.61 3.9
Nombre total de composés identifiés 16 16
Aire de présence totale 99.43% 97.63%

5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 22.5 25.0 27.5 30.0

0.25

0.50

0.75

1.00

1.25

1.50
(x10,000,000)

TIC

3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5

2.5

5.0

(x1,000,000)
TIC

Figure.1 : Chromatogrammes de P. halepensis des sites 1 (a) et 2 (b).

(a)

(b)
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existe des
différences qualitative et quantitative dans la
composition chimique de des
aiguilles de P. halepensis Mill. Des deux sites.
Cette variation serait due principalement aux
facteurs
influence directe sur la composition et la
production de cette huile.
Les investigations réalisées en Algérie sur la
composition chimique de uile essentielle des
aiguilles de Pinus halepensis Mill. Ont montré

chémotypes pour cette
même espèce. Les régions de Djelfa et
Tissemsilt, sont caractérisées par le chemotype

-pinène (17,56%) -myrcène (8,45%) [25],
Sidi Fredj est représenté par le -caryophyllène
[24] et enfin, de la région
de Ghazaouet est le caryophyllène oxyde avec
un taux de 48% [26].
La composition des aiguilles
de P. halepensis Mill. En provenance du Maroc
est de chémotype -pinène (23,2%) et 4-ol
caryophyllène (14,24%) [13]. L analyse menée
par Roussis et al. [27] sur la même espèce de
Grèce, montre que la composition est dominée
par -pinène (13,4%), et le caryophyllène
(19,05%), alors que celle de Tunisie est à
dominance -caryophyllène (33,9%) et -
pinène (10,76%) [28]. Macchioni et al. [29]
rapportent que les constituants majoritaires des
aiguilles de pin d Alep sont, le myrcène
(27,9%) -pinène (18,1%).
Les monoterpènes hydrocarbonés représentent
un pourcentage élevé dans la composition

uile essentielle des aiguilles de
des sites 1 et 2, ces taux sont

respectivement de 59,07% et 57,58%. Les
sesquiterpènes hydrocarbonés sont de 37,07%
dans le site 1 et 37,16% dans le site 2. Les
monoterpènes oxygénés ne sont présents que
dans HE des aiguilles de P. halepensis Mill.
Du site 1 avec un taux de 0,56%.
La présence composés chimiques dans

ssentielle des aiguilles de P. halepensis

Mill. Provenant des sites 1 et 2 représente
respectivement une aire de 2,93% et 4,04%.
Nos résultats corroborent avec ceux de Dob et
al. [24] et Hamamouchi et al. [13], ils
mentionnent une prédominance des
monoterpènes et sesquiterpènes hydrocarbonés

de P. halepensis Mill.

3.3. Activité antibactérienne

in vitro

antibactérienne, des huiles essentielles testées,

est effectuée par la méthode de disques. La
mesure en millimètres, du diamètre des zones

germes testés.
huiles essentielles testées ont exercé une
activité antibactérienne plus accru que celle
enregistrée en présence des antibiotiques testés.

essentielle brute des aiguilles de pin du lac
Mellah a montré un effet inhibiteur contre les
souches testées, cet effet est similaire à celui

Zaarouria. La souche S. aureus, Gram (+), est
E. coli et P. aeruginosa, Gram

(-
travaux [19, 30, 31, 32] ont rapporté que les
bactéries Gram (+) sont plus susceptibles aux
huiles essentielles que les bactéries Gram(-).
La résistance élevée des bactéries Gram (-) est

externe, imperméable aux composés
hydrophobes grâce à son revêtement lipo-
polysaccharide. L'absence de cette barrière,
chez les bactéries Gram (+) permet le contact
direct des constituants hydrophobes de l'huile
essentielle avec la bicouche phospholipidique
de la membrane cellulaire, provoquant ainsi
soit, une augmentation de la perméabilité des
ions et la fuite des constituants intracellulaires
vitaux, soit une déficience au niveau du système
enzymatique [30, 31, 32, 33]. Nos résultats sont

al. [26], qui
ont observé une sensibilité plus importante chez
S. aureus que chez E. coli et P. aeruginosa vis-
à-vis des HE de Pinus helepensis Mill.
Les propriétés antibactériennes des HE de
plusieurs plantes aromatiques et médicinales
sont attribuées à leur composition chimique et
surtout aux alcools terpéniques. En outre, le fort
pouvoir inhibiteur des HE est du
essentiellement à ses principaux constituants

probablement due aux composés majoritaires
(caryophyllène et pinène); en effet, une étude
indique que la présence de caryophyllène dans

de Bidens pilosa joue un rôle important

hydrocarbonés et oxygénés sur E. coli ; ils sont
capables de détru
inhibant la chaine respiratoire et le processus de

antibactérienne ont montré que le terpinène 4-ol
exerce une activité bactériostatique vis-à-vis de



Rev. Sci. Technol., Synthèse 30: 33-39 (2015) N. Haied et al

©UBMA – 2015

38

plusieurs microorganismes [19]. Par ailleurs
plusieurs investigations ont confirmé que la
présence du terpinène 4-ol, à faible
concentration dans une HE, est responsable de
son activité vis- à-vis de S. aureus [35].
P. aeruginosa qui est une bactérie Gram (-) a
montré une résistance vis-à-

bactériostatiques très intéressantes. La
résistance de P. aeruginosa a été signalée dans
plusieurs recherches [30], en plus cette bactérie
a une capacité à former un biofilm, une

organisation complexe composée de différentes
couches, dans laquelle les bactéries se trouvent
dans des conditions physiologiques spécifiques
à leur situation [34].
Par ailleurs, l'activité antibactérienne de nos HE
peut aussi, être attribuée au phénomène de
synergie entre tous les constituants volatiles ;
les interactions synergiques entres les différents

beaucoup plus prononcée que celle prévisible
pour les composés majoritaires. Ceci est
confirmé par plusieurs études [13, 32, 33].

Tableau.2 : P. halepensis Mill. Et anti biotype pour les
trois souches  bactériennes.

Souches HEm HEz

antibiotiques

PIP CAZ OX

E. coli - - + + - + nd nd R

P. aeruginosa + + + - - - S R nd

S. aureus + + + + + - R R nd

; PIP :piperacilline
OX :oxacilline ; R :résistante ;S :sensible , HE diluée à ¼ (v/v); m:lac Mellah; z: Zaarouria ; nd : non
déterminée.

4. CONCLUSION

Le ren uile essentielle des aiguilles
de Pinus halepensis Mill. du lac Melah (site 1)
est plus élevé que celui de Zaarouria (site 2).
Notre étude sur la composition chimique de
cette huile a permis de faire ressortir un
chémotype -caryophyllène,
commun aux deux sites, les forêts de lac Melah
et de Zaarouria.
de Pinus halepensis Mill. testée a été plus
active vis-à-vis des bactéries Gram (+),
Staphylococcus aureus, que sur les bactéries
Gram (-), Escherichia coli et Pseudomonas

aeruginosa.
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ABSTRACT 

Thymus ciliatus is a plant widely used in traditional medicine, for her therapeutic proprieties attributed essentially to essential oil. 

The aim of this work is to determine the differences in chemical composition and antioxidant activity of essential oil at different 

harvest period. The composition of essential oil was analyzed by GC-MS was showed that essential oil obtained at vegetative, 

flowering, after flowering stage was characterized with thymol (33. 39%), carvacrol (30.85%) and carvacrol (31.37%) respectively, 

their essential oils was screened for antioxidant activity using DPPH assay, and reducing power, the essential oil obtained after 

flowering showed the best antioxidant than vegetative and flowering stage with IC 50 to 438 ± 9.07μg / ml, 580 ± 1.15 μg / ml, and 

590 ± 8.62μg/ml respectively, We have also found that the essential oil after flowering (1.001) which shows high activity by reducing 

power assay. 

Keywords: Thymus ciliatus ssp. coloratus, Essential oil, GC/MS, DPPH, reducing power. 

 
INTRODUCTION 

he Mediterranean flora is well known for its 

abundance of aromatic plants, with an estimated 

49% of genera containing aromatic species in this 

climate zone Members of the Lamiaceae from this region 

have attracted a great deal of attention due to the 

diversity of monoterpenes produced by different
1
. The 

genus Thymus is one of the largest and economically

most important genera within the Lamiaceae (= Labiatae)

family, they include 215 species widespread all around 

the Mediterranean region
2
. In Algerian flora, there are 12 

Thymus species from which 9 are endemic, among which 

Thymus ciliatus (Desf.) Benth, which is an endemic 

species from North Africa. This species includes three 

subspecies: ssp. eu-ciliatus Maire, ssp. coloratus (Boiss. et 

Reut.) Batt. and ssp. munbyanus (Boiss. et Reut.) Batt.
3
 In 

North African folk medicine, Thymus plants are used as 

remedies in various diseases e.g. bronchitis, pulmonary 

infection, flu, cough and some gastrointestinal disorders
4
. 

Therefore, several EOs of the Thymus species have been 

studied to investigate their chemical composition and 

antimicrobial activities
5
.These products are of particular 

interest, because no bacterial resistance or adaptation 

has been described, and low or insignificant side effects 

have been found both in the essential oils and whole 

extracts.
6
 He most species of thymus contain phenolic 

monoterpenes, thymol and/or carvacrol.
4
 Therefore, 

various species studied for their antioxidant activities 

789. Recently, interest has increased considerably in 

finding naturally occurring antioxidants for use in foods or 

medicinal materials to replace synthetic antioxidants, 

which are being restricted due to their carcinogenicity.
10

 

Furthermore, natural substance possessed of antioxidant 

activity present a very important socio-economic interest 

in the field biopharmacological of research. Several 

laboratories around the world have turned to the search 

for substances bioactive and recovery.
11

 

The aim of this work was to evaluate the chemical 

composition of Algerian Thymus ciliatus subsp. coloratus 

essential oils, isolated by hydrodistillation from the aerial 

parts of plants collected during different phases, and to 

determine in which way this would affect the 

corresponding oils antioxidant.

MATERIALS AND METHODS

Plant Material 

The aerial part (leaves, stems) of T. ciliatus was harvested 

at vegetative, flowering, and after flowering stage of 

development from Annaba, Algeria. The plants collected 

were identified by the Biological Vegetable Laboratory. 

Plant samples were dried in the share and conserved for 

future use. 

Essential Oil Isolation 

The100g of the air-dried leaves, stems were submitted for 

3 hours to hydrodistillation using a Clevenger type-

apparatus according to the method recommended in the 

European Pharmacopoeia.
12

 The essential oils were dried 

over anhydrous sodium sulphate and then stored at 4 °C. 

Essential Oil Analysis 

The essential oil was analysed by GC/MS Agilent HP 

Agilent MSD 5973 mass spectrophotometer and coupled 

with a Agilent HP 6800 plus gas chromatograph, equipped 

with hp-5MS column: l30 m x 0.25 mm, 0.25 µm film 

thickness. Initially, the oven temperature was 60 °C which 

was held for 8 min, followed by an increase in 

temperature to 250 at 2 °C/min and this was held 

isothermally for 10 min. The injector and detector 

temperature were 250 °C and 280° C respectively. 

Chemical Composition  and Antioxidant Activity of Essential Oils of Thymus ciliatus 

ssp. coloratus  from Annaba-Algeria 
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Analyses were carried out using helium as carrier gas at a 

flow rate of 0.5 ml/min, at a split ratio of 1:20 Mass 

spectra were obtained by electron ionization (EI) at 70 eV, 

using a spectral range of 34 at 450 m/z. Relative 

percentages of the different constituents was calculated 

automatically from the peak area of total ion 

chromatograms. Constituents of the oil were identified by 

comparison of their retention indices relative to a 

homologous n-alkane series and matching their mass 

spectra with those of reference compounds in Wiley 7n.1 

libraries
13

. 

Antioxidant Activity 

The antioxidant activity of the essential oil of T.ciliatus 

has been determined by the different test systems 

namely DPPH and reducing power. 

DPPH Assay 

In this assay, antioxidant activity of essential oils was 

evaluated by measuring the bleaching of the purple-

colored methanol solution of DPPH.
14

 The antioxidant 

activity of thyme oils was measured in terms of hydrogen-

donating of radical-scavenging ability, using the stable 

radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) as a reagent. 

The antioxidant activity of the EO was estimated using a 

protocol reported by Sharififar.
15

 Fifty microlitres of 

various concentrations of the sample in methanol (both 

essential oil and control substance) were added to 5 ml of 

0.004 % methanolic solution of DPPH. 

Absorbance measurements were read at 517 nm, after 30 

min of incubation time at room temperature. Absorption 

of a blank sample containing the same amount of 

methanol and DPPH solution acted as the negative 

control. All determinations were performed in triplicate. 

The percentage inhibition of the DPPH radical by the 

samples was calculated according to the formula: I% = 

100 X (A Control – A sample) / AControl
16

. 

Reducing Power 

The reducing power was determined according to the 

method of Oyaizu
17

. Each extract (0.2–1.0 mg/ml) in 

methanol and water (2.5 ml) was mixed with 2.5 ml of 

200 mM sodium phosphate buffer (pH 6.6) and 2.5 ml of 

1% potassium ferricyanide and the mixture was incubated 

at 50 C for 20 min. Then, 2.5 ml of 10% trichloroacetic 

acid were added, and the mixture was centrifuged at 200 

g (MSE Mistral 2000, London, UK) for 10 min. The upper 

layer (2.5 ml) was mixed with 2.5 ml of deionized water 

and 0.5 ml of 0.1% ferric chloride. Finally the absorbance 

was measured at 700 nm against a blank. Ac ascorbique 

was used as a control. 

RESULTS AND DISCUSSION 

Chemical Composition 

The essential oils extracted by hydrodistillation from the 

dried aerial parts of T. ciliatus, collected at different 

developmental stages, ranged from 0.54% to 1.2% (w/w) 

with a maximum obtained during the post-flowering 

phase (Table 1). In fact more rapporteurs suggest that the 

plant accumulates the most EO at flowering stage.
18,19

 

Analyses of T.ciliatus EOs obtained at vegetative, 

floraison, and after floraison period by GC/MS was 

identified 50, 54, 55 constituents respectively; 

representing 98,62 – 99,5 – 99,28%, of the total oil at the 

vegetative, flowering and post-flowering phases (Table1). 

The essential oil composition of T. ciliatus obtained at 

vegetative stage was characterized by high percentage of 

thymol (33.39%), carvacrol (24.16%) as the main 

compound, followed by γ-terpinene (08.89%), ƿ-cimene 

(8.25%), α-terpinolene (7.36%). 

However the essential oil composition of T. ciliatus 

obtained at flowering stage was characterized by high 

percentage of thymol (29.52%), carvacrol (30.85%) as the 

main compound, followed by ƿ-cimène (8.45%), α-

terpinolène (7.71%) and γ-terpinène (05.58%), 

nevertheless the essential oil composition of T. ciliatus 

obtained at after flowering stage was dominated by high 

percentage of thymol (21.02%), carvacrol(31.37%), 

followed by γ-terpinène (10.95%),ƿ-cimène (8.71%), α-

terpinolène (6.11%) and α-pinène (5.18%). 

The essential oil from T.ciliatus showed a high content of 

oxygenated monoterpenes at the vegetative (62.58%), 

flowering (66.89%), and post-flowering phases (56.69 %), 

and low contents of monoterpene hydrocarbons 

(29.68%), (26.42%), (36.29%) respectively the vegetative, 

flowering, and post-flowering phases, followed by the 

sesquiterpene hydrocarbons (04.1%), (03.72%), (04.11%) 

respectively and oxygenated sesquiterpenes detected in 

the oil samples collected only during both vegetative, 

flowering phases in average (0.3%). 

The comparison of our results with those of the literature 

showed that the chemical composition of the endemic 

species Thymus ciliatus is markedly different from that of 

other region from Algeria. Generally the North Algerian 

T.ciliatus EO is characterized by a chemotype Thymol
20-,22

, 

while Algerian West- by carvacrol chemotype
20,23

. A 

chemical composition quite different from that the oil of 

the same species (subspecies unspecified) collected in 

Morocco showed that there is a variability in the chemical 

composition, besides the EO T.ciliatus Azrou is 

represented by the chemotype (Thymol, β-ocimene) with 

respectively rate (44.20 and 25.8%), and the Imilchil is 

Thymol (17.30%) and Carvacrol (26.20%)
21,24

. 

According to several authors, variations in the chemical 

composition of essential oils from the qualitative and 

quantitative stand point are due to, environmental 

factors
4,25

, the part of the plant used, the period of the 

vegetative cycle during which the harvest has been 

made
7,26,27

 and also genetic factors.
28

 

Antioxidant and Radical Scavenging Activity 

Concentration DPPH is widely used to evaluate 

antioxidant capacity and changes colour from purple to 

yellow upon acceptance of electrons/hydrogens, thus 
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indicating scavenging activity. the lower IC50 value reflects 

better protective action
29

. 

As can be seen from the Table 2, free radical scavenging 

effect of the samples exhibited a dose-dependent 

increase. 

The weakest radical scavenging activity was exhibited by 

the essential oil obtained after flowering and determined 

as à 91.735%, followed by flowering, and vegetative 

stages, the average is 88.21 et 73.92 % respectively at the 

concentration 1000 µg/ml. 

The radical scavenging activity of ascorbic acid remains 

higher than that EOs tested with an IC50 of 2.48 ± 

0.02μg/ml. 

However, among these three thyme EOs, the EO after 

flowering has the highest antioxidant activity with IC50 

rate to 438 ± 9,07μg/ml, the flowering EO also has an 

important antioxidant with IC50 of approximately 580 ± 

1.15 μg/ml, followed by essential oil vegetative phase 

with IC50 equal to 590 ± 8.62μg/ml. 

The strong antioxidant activities in Algeria EOs Thyme 

species with large amount of carvacrol and thymol has 

been reported.
4
 The DPPH scavenging activity EOS was be 

attributed to the presence of phenolic compounds such 

as thymol or carvacrol.
8,9,30

 But the antioxidant activity of 

EOs showed lower antioxidant activity than reported by 

Amarti
31

, who found a way antioxidant potential, with 

IC50 about 74.025 μg/ml, of T.ciliatus EO from Morocco. 

These results imply that non-phenolic contents could be 

also responsible for this activity. Furthermore, some 

researchers show that some essential oils rich in 

nonphenolic compounds also have antioxidant 

potentials.
32

 

The effect of antioxidants on DPPH radical scavenging 

was thought to be due to their hydrogen-donating ability. 

DPPH radical is a stable free radical and accepts an 

electron or hydrogen radical to become a stable 

diamagnetic molecule
10

. 

Table 1: Chemical Composition of the Essential Oil of T.ciliatus 

Components RT(min) Vegetative Flowering Post-flowering 

isovaleric acide 4,36 0,02 0,02 0,05 

α-thujene 9,84 0,78 0,45 0,88 

α-pinène 10,24 1,41 1,63 5,18 

Camphene 11,05 0,56 0,31 0,62 

Verbenene 11,39 - - 0,05 

β-pinene 12,75 0,19 0,15 0,26 

1octen 3ol 13,12 1,49 1, 6 1, 6 

3octanone 13,51 0,14 0,17 0,17 

β-myrcene 13,70 0,85 0,70 1,22 

3-octanol 14,102 0,22 0,24 0,22 

α-phellandrene 14,57 0,16 0,09 0,19 

3-carene 14,96 0,04 0,03 0,06 

α-terpinene 15,46 1,08 0,63 1,42 

ƿ-cymene 16,17 8,25 8,45 8,71 

Limonene 16,32 0,50 0,68 1,07 

Eucalyptol 16,45 0,13 0,12 0,09 

β-ocimene 17,72 0,05 0,05 0,04 

ї-terpinene 18,54 8,86 5,58 10,97 

Linalool oxide 19,37 0,12 0,12 0,13 

1-octen-3-ol 19,99 - 0,1 - 

α-terpinolene 21,72 7,36 7,71 6,11 

β-phellandrene 22,82 0,05 0,05 0,05 

Trans-pinocarveol 23,97 0,11 0,02 0,10 

Mentha-1,4,8-drienne 24,46 0,10 0,10 - 

Z-citral 24,45 - - 0,04 

Borneol 25,99 2,26 2,98 1,78 

Terpinene-4-ol 26,82 1,55 2,41 1,03 

p-cymen-ol 27,37 - 0,15 0,17 

α-terpinolene 27,76 - 0,08 0,04 

b fenchyl alcohol 28,63 0,11 - - 

cis-dihydrocarvone 29,13 0,06 0,22 0,14 

Methyl thymol ether 30,92 - 0,04 0,04 
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carvacrol methyl ether 31,53 0,07 - 0,03 

3-carene 31,86 - 0,04 0,04 

Carvone 33,13 - 0,05 0,03 

Thymol 35,63 33,39 29,52 21,02 

Carvacrol 36,62 24,16 30,85 31,37 

Eugenol 39,30 0,04 0,14 0,03 

α-copaene 40,32 0,21 0,15 0,25 

β-bourbonene 40,90 0,29 0,29 0,34 

caryophyllene 43,03 0,23 0,29 0,32 

β-cubebene 43,67 0,15 0,13 0,14 

aromadendrene 45,56 0,07 0,10 0,12 

α-amorphene 46,60 0,39 0,31 0,40 

germacrene d 46,86 0,61 0,23 0,28 

β-selinene 47,14 0,06 0,07 0,07 

α-cubebene 47,70 0,27 0,18 0,25 

α-muurolene 48,07 0,13 0,12 0,14 

β-bisabolene 48,62 0,11 0,11 0,06 

ї-cadinene 48,87 0,33 0,28 0,42 

Delta cadinene 49,50 1,04 1,02 1,02 

α-cadinene 50,24 - 0,04 0,05 

Calacorene 50,54 - 0,15 0,03 

Ledene 53,31 - 0,08 0,05 

Apiol 55,29 0,04 - - 

α-cadinol 56,89 0,28 0,30 0,14 

dehydroromadendrene 58,60 0,12 0,13 0,11 

cetanol 68,73 0,05 0,04 0,08 

β-fernesene 80,61 0,09 0,04 0,06 

Cuminol 92,51 0,04 - - 

Total  98,62 99,50 99,28 

Groups 
   

Monoterpene hydrocarbons 29,68 26,42 36,29 

Oxygenataed monoterpenes 62,58 66,89 56,69 

Sesquiterpene hydrocarbons 04,1 3,72 4,11 

Oxygenataed sesquiterpenes 0,32 0,3 - 

Others  1,94 2,17 2,19 

Table 2: Scavenging Ability of Thymus ciliatus Essential Oils on DPPH Radicals (%) 

T.ciliatus ssp 

coloratus 

Concentrations 

(µg/ml) 

Scavenging ability of Thymus essential oils on DPPH radicals (%) 

Vegetative flowering after flowering 

 100 8,65±0,29 10,123±3,81 28,747±3,284 

 200 9,65±0,168 13,405±0,544 31,198±2,272 

 400 40,45±0,821 23,17±0,695 47,449±1,648 

 600 50,523±0,446 51,245±1,347 61,056±6,521 

 800 58,71±5,363 73,7±2,803 80,742±0,138 

 1000 73,922±0,615 88,21±0,298 91,735±1,045 

Ac Ascorbique 
    

 2 41,835±0,548 
 

 4 74,546±0,274 
 

 6 86,951±1,054 
 

 8 89,917±0,593 
 

 10 94,859±0,362 
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The Reductive Potential 

The reductive potential measures the ability of a sample 

to act as electron donor and, therefore, reacts with free 

radicals converting them to more stable products and 

thereby terminates radical chain reactions. Generally, the 

reductive potential of all T. ciliatus essential oil samples 

increased steadily with increasing essential oils 

concentration (Figure 1), Ascorbic acid, reference 

antioxidant, presented a higher activity compared to EOs. 

The reducing power of three essential oils T.ciliatus 

(vegetative, flowering, after flowering) amounted to 

0.465 ± 0.002, 0.551 ± 0.003 and 1.001 ± 0.005 at the 

concentration 1 mg/ml respectively. We have found that 

the EO after flowering (1.001) which shows high activity 

compared to other EOs T.ciliatus essential oils seem to 

act as electron donors. 

 

THE1: vegattive stage, THE2: flowering, THE3: after flowering 

Figure 1: Reduction Power of Thymus ciliatus Essential 

Oils 

Essential oils are complex mixtures and determination of 

the component(s) responsible for activity is difficult. 

Antioxidant activity of essential oils has often been 

attributed to the presence of phenolic constituents, 

especially thymol and/or carvacrol. The reducing powers 

of T. oils poor in thymol or carvacrol were markedly lower 

than those of the essential oils rich in these two phenols. 

has been confirmed by Amarti.
4
 This association has been 

confirmed for the most reporters, but other compounds 

also seem to play an important role to hydroxyl 

substitutions in the aromatic ring, which possess potent 

hydrogen donating abilities and show radical scavenging 

activity The essential oil of T. ciliatus could be concluded 

as a natural source that can be freely used in food 

industry as a culinary herb. Very little work has been done 

on studying the antioxidant properties of T. ciliatus EO. 

According to our knowledge and to this day, there is an 

article referring the antioxidant activity of EO studied by 

bleaching β-carotene method, the results according to 

the essential oil showed the strongest ability to inhibit 

the formation of radicals linoleic acid with percentage to 

75.68%
20

. This antioxidant activity may be due to 

different mechanisms, such as prevention of chain 

initiation, decomposition of peroxides, prevention of 

continued hydrogen abstraction, free radical scavenging, 

reducing capacity, and binding of transition metal ion 

catalysts. It is thus important that for evaluating the 

effectiveness of antioxidants, several analytical methods 

and different substrates are used 
7
. 

CONCLUSION 

The genus Thymus belonging to the family Lamiaceae 

(Labiatae) was widely investigated especially the endemic 

ones of Algeria, Our data provide a scientific basis for the 

use of these plants as folk remedies, particularly for the 

prevention and treatment of diseases that are known to 

be caused or accelerated by oxidative stress. 

These studies point out the importance of comparing and 

exploring the variance of essential oils composition from 

different stage of developpement, since this will most 

probably affect their potential biological activities. 
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