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Introduction

Depuis la plus haute antiquité, les plantes font partie de la vie quotidienne de
I’homme, puisqu’il s’en serve pour s’alimenter et se soigner et parfois dans ses traditions
superstitieuses et religieuses. Les propriétés odorantes et thérapeutiques des plantes étaient,

déja, connues par I’ancienne Egypte et en Chine (Fellah et al., 2006).

Selon 1’organisation mondiale de la santé (OMS), 75 a 95% des populations rurales
(particulierement dans les pays en développement) font recours a la médecine traditionnelle

faite en grande partie a base de plantes (OMS, 2003).

I1 a été prouvé qu’environ 20% des especes végétales poussant dans le monde entier
possedent des vertus thérapeutiques ou cosmétiques, car elles contiennent des molécules ou
des principes actifs a différentes propriétés biologiques, qui trouvent leur application dans
divers domaines (médecine, pharmacie, cosmétologie et agriculture, etc.) (Suffredini et al.,

2004).

Avec Dapparition des effets secondaires des médicaments synthétiques et
I’augmentation de la résistance des microorganismes pathogenes vis-a-vis des antibiotiques
classiques, une bonne partie des recherches scientifiques s’orientent actuellement vers la voie
de I'usage des extraits biologiques actifs des plantes aromatiques et médicinales, notamment

vers les huiles essentielles (Essawi et Srour, 2000).

C’est une voie trés prometteuse et tres efficace pour lutter contre les germes bactériens
et méme les virus puisqu’elles ne présentent, a long terme, aucune résistance de la part des
organismes bactériens (Saxena, 1997).La complexité des constituants chimiques des huiles

essentielles rend extrémement difficile aux germes bactériens de développer une résistance.

L’Algérie est comptée parmi les pays du bassin méditerranéen les plus riches en
ressources phytogénétiques a intérét aromatique et médicinal, vu la diversité de ses étages
bioclimatiques. On dénombre a plus de 300 especes a usage thérapeutique ou aromatique

existant parmi les 3 150 especes végétales que compte notre pays (Mokkadem, 1999).

Parmi ces plantes aromatiques, notre choix s’est port¢ sur le thym (7Thymus
munbyanus) et le romarin (Rosmarinus officinalis). La premiere est considérée comme
endémique et I’autre est trés répandue en méditerranée et particuliérement en Algérie. Dans ce
travail, nous nous sommes intéressés a ¢tudier les effets antibactérien et antifungique de ces

deux plantes en réalisant des tests in vitro.
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La premic¢re partie de cette étude est consacrée a une recherche bibliographique
concernant les huiles essentielles, caractérisation des especes étudiées et enfin ’activité
antibactériennes et antifongiques des huiles essentielles a tester.

La seconde partie du travail est réservée a 1’étude expérimentale, dans laquelle nous

allons :

» Extraire par hydrodistillation les huiles essentielles de feuilles et les sommités fleuris
du Thymus munbyanus provenant d’Ouzellaguen et Rosmarinus officinalis provenant
de deux régions : Akbou et Adekar.

» Evaluer le rendement d’extraction.

> Evaluer activité antibactérienne et antifongique des deux huiles essentielles seules ou en

association.
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I. Les huiles essentielles

I.1Définition

L’association francaise de normalisation (AFNOR) définit une huile essentielle
comme ¢étant un produit obtenue a partir d’'une matiere végétale, soit par entrainement a la
vapeur d’eau, soit par des procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe des citrus, soit par
distillation a sec. L’HE est ensuite séparée de la phase aqueuse par des procédés physiques
(AFNOR, 2000).
I.2Localisation des huiles essentielles

Parmi les espéces végétales (800 000 a 1500 000 selon les botanistes) 10% seulement
sont dites « aromatiques », ¢’est-a-dire qu’elles synthétisent et sécretent des infimes quantités
d’essence aromatique par I’intermédiaire de poils, poches ou canaux sécréteurs (Bruneton,
1993). Les genres capables d’¢laborer les constituants des HE sont répartis dans un nombre de
famille limité ;Myrtaceae, Lauraceae, Rutaceae,Lamiaceae,Astraceae, Cupressaceae,Poaceae,

Zingiberaceae, Piparaceae, ...(Bruneton, 1999).

I.3Composition chimique

Les huiles essentielles sont des produits de composition généralement assez complexe
renfermant plusieurs centaines de molécules chimiques différentes. Les constituants des HE
appartiennent de facons quasi exclusive, a deux groupes caractérises par des origines
biogénétiques distinctes : le groupe des terpénoides (les monoterpénes et les sesquiterpénes),

et le groupe des composés aromatiques (Bruneton, 1999).

I.4Propriétés physico-chimiques des HE
Selon Bernard et al.,, (1988) et Bruneton(1993),les propriétés des huiles essentielles
sont :
v' liquides a la température ordinaire ;
volatiles et trés rarement colorées ;
Leur densité est le plus souvent inférieure a celle de I’eau, elle varie de 0,75 4 0,99 ;

Elles sont peu solubles dans 1’eau ;

N N N

solubles dans les alcools a titre alcoométrique élevé et dans la plupart des solvants

organiques ;

<

Elles sont altérables et trés sensibles a 1’oxydation ;

<

Elles sont un indice de réfraction élevé.
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1.5 Domainesd’utilisation des huiles essentielles

* Phytothérapie

La phytothérapie est une médecine qui utilise les HE pour traiter un certain nombre de
maladies. En effet, les HE sont largement utilisés pour traiter certaines maladies internes et
externes (infections d’origine bactérienne ou virale, troubles humoraux ou nerveux). Les HE
sont utilisées aussi en médecine dentaire (Schwartz et al., 1992), les huiles essentielles de
thym et de romarin ont été utilisées pour soulager la fatigue, les maux de téte, les douleurs
musculaires et quelques problémes respiratoires (Valnet, 1974).

% Parfumerie et cosmétologie

Les huiles essentielles sont utilisées dans les crémes, les gels a cause de leur activité

antiseptique et antioxydante (Maruzzella, 1962).

% Applications en industrie alimentaire
Les HE possédent des profils de composition chimique différents, elles sont utilisées
comme agents naturels de conservation des aliments. Leur utilisation comme agents de
conservation est due a la présence de composés ayant des propriétés antimicrobiennes et
antioxydantes(Conner, 1993).
Elles sont également employées comme agents aromatisants naturels. Selon
(Bruneton, 1993), la part des HE dans I’aromatisation ne cesse de croitre au dépend des

composés aromatiques de synthése.

1.6 Toxicité des huiles essentielles

Selon Meynadier et Raison-Peyron, 1997 :

e Certaines huiles essentielles peuvent provoquer des réactions cutanées allergiques.

e Les huiles essentielles qui sont utilisées en parfumerie peuvent se comporter enirritant
des muqueuses respiratoires et favoriser le déclenchement de crises d’asthmes pour les
asthmatiques.

e Une ingestion accidentelle d’huile essentielle peut, selon la sorte et la quantité,générer

une toxicité élevée voir un coma et méme la mort.
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1.7 Conservation des huiles essentielles
Les huiles essentielles sont des substances sensibles et trés délicates, ce qui rend leur
conservation difficile et obligatoire dans le but de limiter les risques de dégradation, ces
dégradations peuvent modifier leurs propriétés si elles ne sont pas conservées dans des flacons

opaques a 1’abri de la lumiére et de la chaleur (Valnet, 2000).

1.8 Association d’huiles essentielles
Les effets antimicrobiens des associations d’huiles essentielles, sont définis selon
quatre interactions possibles :
o Indifférence : I’activité¢ d’une huile essentielle n’est pas affectée par I’autre.
e Addition : I’effet de 1’association est ¢gal a la somme des effets de chaque huile
essentielle étudié isolément, a la méme concentration que dans ’association.
e Synergie : l’effet est significativement supérieur a la somme de chaque huile
essentielle étudiée isolément, a la méme concentration.
e Antagonisme : I’association diminue [’activit¢ de I'une ou 1’autre des huiles
essentielles. Elle est inférieure a la somme des effets de chaque huile essentielle prise

séparément.

1.9 Techniques d’extraction des huiles essentielles
Parmi les parametres qui influencent fortement la composition chimique des huiles, on
retrouve la technique d’extraction. Il existe plusieurs techniques d’extraction, les plus

importantes peuvent étre résumées dans le tableau I.
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Tableau I : Techniques d’extractions des huiles essentielles

Technique Principe Avantages Inconvénients
d’extraction
Faire passer a travers la matiere végétale
Dictillat un courant de vapeur d eau? ces Vapeu.rs -Absence de  pheénomeéne | gyfe exige de la haute
Istiflation par | s4trées en composés organiques volatils | d’hydrolyse ou de

entrainement a la

vapeur d’eau

sont condensées et récupérées par
Les phénomenes
intervenants lors de I’entrainement a la
vapeur seraient 1’osmose et la diffusion

libre (Guenther, 1972).

décantation.

dégradation des molécules
aromatiques.

-Meilleure récupération des
HE entrainée. (Xavier et

Chemat, 2012).

temperature. (Xavier

et Chemat, 2012).

Hydrodistillation

L’extraction s’effectue dans un appareil
de type Clevenger. Le végétale est
immerger dans I’eau porté a ébullition.
Les vapeurs hétérogenes sont condensées
sur une surface froide et HE se sépare par
différence de densité (Bruneton, 1993).

-Trés largement utilisée en
parfumerie et cosmétologie.

- Utilise des T°C modérées.

-La consommation
énergétique est réduite.
(Xavier et Chemat, 2012).

-L’extraction peut
atteindre plusieurs
heures. (Xavier et
Chemat, 2012).

Enfleurage et

Macération

-Les fleurs sont mises a macérer dans des
graisses et chauffées apresétalées sur des
chéssis en bois pendant plusieurs jours.
Une fois gorgés de parfum.

- Les corps gras sont filtrées au travers de
tissus de lin ou de coton, Les huiles sont
ensuite lavées a I’alcool pur, filtrées et
¢vaporées (Bruneton, 1993).

-Treés utilisée pour les fleurs
extrémement délicates (le
jasmin, la tubéreuse, et les
fleurs d’oranger).

(Padrini et Lucheroni,
1996).

-Trés couteuse

-Durée d’extraction est
trés longue

-Le rendement en HE
est faible. (Xavier et
Chemat, 2012).

Extraction par

- Les fleurs sont mises dans un récipient
avec le solvant (I’hexane).La solution
sera distillée ensuite traité avec 1’alcool

-Utilise des températures tres
faibles.
-Le rendement est supérieur.

-Manque de sélectivité
- Toxicité de solvant
- Résidus de solvant

solvant pur pour éliminer les impuretés. -Utilise surtout pour les peuvent étre présentés
organique - Une seconde distillation est faite pour | plantes fragiles (Henri, dans I’HE (Bruneton,
obtenir une essence dite absolue (Chiej, | 1993). 1999).
1982).
- La plante est chauffée sélectivement par
Extraction un rayonnement micro-onde dans une

assistée par

micro-ondes

enceinte dont la pression est réduite de
facons séquentielle.
- L’HE est entrainé dans le mélange

- Tres rapide et peu
consommateur d’énergie.
- Un rendement en HE est
¢leve

Extraction par
CO;

Supercritique

isotopique formé avec la vapeur d’eau | (Zlotorynski ,1995).

propre a la plante trait¢. (Bruneton,

1999).

-Le végétal est placé dans un extracteur | -CO, abondant. -Investissement pour

traversé par le flux de CO, supercritique.

- Le fluide se charge en composés extrait,
puis il est détendu, passe en phase
gazeuse et se sépare du composé extrait.
ce dernier est recueilli dans un séparateur

(Reverchon, 1997).

-Peu couteux, non toxique
-Diffusion élevée

-Extraction sélective et douce
sans dénaturer les molécules
sensibles (Mira et al., 1996).

matériel coliteux
-Consommation
d’énergie importante
(Donelian et al.,
2009).
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I1. Monographie des plantes étudiées

I1.1 Le Thym

II.1.1Caractéristiques botaniques

La famille des Lamiaceae (Labiatae) est 1'une des familles botaniques les plus
utilisées comme source mondiale d’épices et d’extraits a fort pouvoir antioxydant et
antibactérien (Bouhdid et al., 2006). Elle regroupe entre 200 et 250 genres et entre 3200 et
6500 especes (Anon, 2003 ; Dorman et al., 2004).

Thymus est I’'un des huit genres les plus importants en ce qui concerne le nombre
d’especes chez la famille des Labiatae, bien que le nombre d’espéces de ce genre change
selon le point de vue taxonomique ; si nous adoptons un caractére synthétique, il comporte
plus de 200 espéces (Morales, 1997).

II.1.2 Classification

Selon Baba Aissa (2000), le thym appartient au :
Régne : Plantae

Embranchement : Spermaphytes

Sous embranchement: Angiospermes

Classe : Magnolipsida

Sous classe : Métachlamydées

Ordre : Tubiflorales

Famille: Lamiacées

Sous famille: Stachyoideae

Genre : Thymus

I1.1.3Description morphologique

Le thym est une plante sous-ligneuse érigée ou prostrée, odorante, elle forme des
touffes compactes trés ramifiées qui s’¢lévent a une vingtaine de centimeétres au-dessus du sol.
Il pousse de fagon spontanée sur les coteaux secs et rocailleux et dans les garrigues. Les
feuilles du thym sont plus au moins contractées et les inflorescences sont en faux verticilles.
Le calice quant a lui, est tubuleux a deux lévres et la corolle est plus au moins exserte a deux

lévres aussi (Quezel et Santa, 1963).
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I1.1.4Localisation et répartition géographique

I1.1.4.1 Dans le monde

Le thym est distribué¢ dans le vieux continent, sur les cotes du Groenland et dans la
région macaronisienne (les canaries, Madere et les Agores). C’est une plante trés répandue
dans le nord ouest africain (Maroc, Tunisie, Algérie et Libye) ainsi que dans les montagnes
d’Ethiopie, les montagnes d’Arabie du sud ouest et la péninsule de Sinai. Passant par les
régions arides de I’Asie occidentale jusqu’a I’Himalaya, il peut méme atteindre les limites de
la région tropicale et du Japon. Dans le nord, il pousse en Sibérie et en Europe nordique.
(Jalas, 1971).
La figure 1, montre la répartition du thym dans le monde (Stahl-Biskup, 2002).

Figure 1 : Répartition géographique du thym dans le monde (Stahl-Biskup, 2002)

11.1.4.2 En Algérie
Le genre Thymus inclut environ 300 espéces a travers le monde dont 11 sont
localisées en Algérie et 9 d’entre elles sont endémiques (Kabouche et al., 2005). Ces espéces

sont réparties du Nord algérois a I’ Atlas saharien, et du constantinois a 1’oranais (Tableau II).
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Tableau II : Principales localisations géographiques du thym en Algérie(Quezel et Santa, 1963)

Espece Localisation et caractéristique
Thymus pallescens Commun dans le tell
Boiss. et Reuter Endémique Algérien.
Thymus capitatus L. Tres rare dans le sous secteur de 1’atlas tellien
Thymus dreatensisBatt. Tres rare dans le sous secteur du tell constantinois et de la petite
Kabylie.
Thymus numidicusPoiret Assez rare dans :

Le sous secteur de 1’atlas tellien, le secteur du tell constantinois
et petite et grande Kabylie.

Thymus guyonii Rare dans : Le sous secteur des hauts plateaux Algérois, Oranais
De Noé et constantinois.
Thymus lanceolatus Rare dans : Le sous secteur de 1’atlas tellien (Terni) et de I’atlas
Desf. tellien (Médéa, Benchicao).

Le sous secteur des hauts plateaux Algérois, Oranais (Tiaret) et
constantinois (Aumale).

Thymus pallidusCoss Tres rare dans le sous secteur de 1’atlas Saharien constantinois.
Thymus glandulosisLag. Tres rare dans le sous-secteur des hauts plateaux Algérois et
Oranais.
Thymus hirtusWilld. Commun sauf sur le littoral.
Thymus algériensisBoiss. et Reuter | Trés commun dans toutes les régions montagneuses et rares
ailleurs.
Thymus munbyanusDesf. Endémique dans le nord du secteur algérois.

I1.1.5 Huile essentielle du thym

L’HE du thym est extraite principalement a partir des feuilles et des sommités fleuries.
La tige fleurie du thym contient en plus de ’'HE des flavonoides (thymonine, cirsilinéol et 8-
méthoxy- cirsilinéol) et des acides- phénols (notamment café¢ique et rosmarinique), des tanins
et une résine (Haraguchi ef al., 1996). Selon la littérature, plus de 84 HE du genre Thymus
ont été analysées de 1960 a 1989 (Stahl- Biskup, 2002).

L’HE du thym est une huile susceptible de présenter de grandes variations, qui sont
principalement d’origine génétique et édaphoclimatiques, elle dépend également de la saison

de cueillette (stade végétatif).

I1.1.6 Principales utilisations du thym
Le thym posseéde un large spectre d’utilisation, parmi lesquelles on peut citer :

e Confection de savons, parfums et détergents ;
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e Considéré comme une herbe médicinale avec une action antispasmodique, fluidifiante
réduisant la flatulence ;

e Son usage est trés reconnu pour soulager les symptomes de la bronchite, inflammation
des voies respiratoires, troubles gastro-intestinaux, traiter la stomatite, la laryngite et
les blessures cutanées superficielles ;

e [’herbe séchée est employée pour donner de la saveur a la viande, conserves et aux
sauces ;

e Le thym produit un miel distinctif qui commence a trouver des marchés de place en

Europe et en Asie.

I1.2L.e Romarin
I1.2.1Description morphologique

Le romarin est un arbrisseau aromatique de la famille des Lamiacées (Labiées), touffu,
rameux, d’environ 1m de hauteur a tige ligneuse, a feuilles persistantes opposées. Les fleurs
axillaires a corolle de type « labiée » sont de couleur bleu pale a bleu violet clair. Le romarin
tire son nom du latin Rosmarinus, qui signifie « rosée de mere », reconnu pour saveur

piquante et parfumée assez prononcée (Wicht et Anton, 2003).
I1.2.2 Classification

Le romarin appartient a :
Embranchement: Spermaphytes
Classe : Dicotylédones
Ordre:Lamiales (labiales)
Famille:Lamiaceae

Genre: Romarinus

Espece: Romarinus officinalis L. (Quezel et Santa, 1963).

I1.2.3 Localisation et répartition géographique

Originaire des régions méditerranéennes, le romarin pousse spontanément dans le Sud
de I'Europe. On le cultive dans le monde entier & partir de semis ou de boutures au printemps,
il apprécie les climats chauds, modérément secs, les branches récoltées pendant 1'été sont

séchées a l'air et a I'ombre (Heinrichet al., 2006).
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I1.2.4Huiles essentielle du romarin

L'huile essentielle du romarin(1a 2% dans la plante) contient: de I'a pinéne (7 a80%),
de la verbénone (1 a 37%), du camphre (1 a 35%,), de 1'eucalyptol (1 a 35%), dubornéol (4 a
19%), de l'acétate de bornyle (jusqu'a 10%) et du camphéne. En plus de 1'huileessentielle on
trouve dans le Romarin: 2 a 4 % de dérivés triterpéniques tels que : l'acideursolique , 1'acide
oléanolique ,l'acétate de germanicol ; des lactones diterpéniquespicrosalvine, dérives de
l'acide canosolique, romanol,romadial,des acides phénolique, des acides gras hydroxylés
surtout des dérivés de l'acide décanoique, des acides gras organiques l'acide citrique,
glycolique, et glycérique, des stérols, de la choline, du mucilage (Bellakhdar,1997) et de la
résine (Beloued, 1998).

I1.2.5Principales utilisation du romarin

Le romarin est souvent cultivé pour son huile essentielle. Dans la médecine
traditionnelle ses parties aériennes sont utilisées par voie orale pour soulager la colique rénale,
les dysménorrhées et comme antispasmodique. Il est considérée utile pour controler 1'érosion
du sol, L'huile du romain a été largement répandue pendant des siecles, comme un des
ingrédients en produits de beauté, savons, aussi bien pour 'assaisonnement et la conservation

des produits alimentaires (Heinrichet al., 2006).
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II1. Evaluation de I’activité antimicrobienne des HE

II1.1 Evaluation de ’activité antimicrobienne des HE

La technique de détermination de 1’activité antimicrobienne des HE et des extraits a
une grande influence sur les résultats. Les difficultés pratiques viennent de 1’insolubilité des
constituants de ces huiles dans 1’eau, de leur volatilité, de la nécessité de les tester a des

faibles concentrations et des problemes de standardisation des méthodes (Hulin ez al., 1998).

I11.1.1 Principales méthodes
Les différents protocoles peuvent étre classés selon:
e Le milieu dans lequel se fait la diffusion de I’'HE ou d’extrait (liquide, solide ou

gazeux) ;

e La nature du contact de I’'HE au de I’extrait avec le germe : diffusion sur disque,

solution alcoolique ou dispersion dans un émulsionnant.

I11.1.1.1 Techniques par contact direct

Elles consistent & mettre en contact I’'HE ou les extraits avec les microorganismes, puis
d’observer la croissance de ces derniers. Le contact peut avoir lieu en milieu gélosé ou liquide
(Figure 2). L’aromatogramme ou encore méthode des disques est I’une de ces méthodes. Elle
consiste a utiliser des disques de papier imprégnés des différents produits a tester. Les disques
sont ensuite déposés a la surface d’une gélose uniformément ensemencée avec une suspension
bactérienne a étudier. Apres incubation, les bactéries se développent sur toute la surface de la
gélose sauf 1a ou elles rencontrent une concentration d’HE ou d’extrait suffisante pour inhiber
leur croissance. On observe ainsi autour des disques une zone circulaire indemne de colonies,
appelée « zone d’inhibition ». Plus le diametre de cette zone est grand, plus la souche est
sensible au produit testé. Plus il est petit, plus la bactérie est résistante (Faucheére et Avril,

2002).
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Enscmencement de la gdlose
en nappe par 1ml de Fmocuhen

Depol axeplique d'un chsqque
mbibe de Muile essenticlle

- 7

Doite de pétni

Gelose Mucller Hinton

Z: zone d'mhibition

—Croissace microbierme

Figure 2 : Illustration de la méthode des aromatogrammes sur boite de Pétri
(Zaika, 1988).

I1.1.1.2 Micro-atmosphére

Dans cette technique, le disque imprégné est déposé au centre du couvercle de la boite

de Pétri, renversée pendant la durée de I’expérience (Figure 3). Il se produit alors une

¢vaporation des substances volatiles dans la boite et le

s cellules sensibles de I’inoculum sont

inhibées. La lecture du test porte donc sur la croissance ou non de I’inoculum (Hulin et al.

1998). L’inconvénient de cette méthode c’est qu’elle ne montre que 1’activité des constituants

volatils a température d’incubation, et non de I’'HE elle-

Organisme d’essai
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méme.
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-
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Milieu de croissance d’agar
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Zone d’inhibition

]
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Figure 3 : Illustration de la méthode des micr

o-atmospheres (Zaika, 1988)
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I11.3.1 Propriétés antibactériennes

En 1987, Deans et Ritchie ont ¢tudié¢ I’effet de 50 HE sur 25 genres de bactéries,
grace a la méthode des puits. Ils ont abouti au fait que uniquement 9 HE qui manifestent des
propriétés inhibitrices les plus importantes sur plus de 20 genres de bactéries, on retrouve

notamment I’HE du thym, romarin, laurier, de la cannelle et du clou de girofle.

I11.3.2 Propriétés antifongiques

La présence et la croissance de champignons dans les aliments peuvent causer des
pourritures qui auront pour effets de diminuer la qualité et/ou la quantité de 1’aliment. En plus,
les mycotoxines secrétées occasionnent de graves atteintes a la santé humaine et animale, le
pouvoir antifongique des huiles essentielles des plantes médicinales a ét€¢ mis en évidence par
de nombreux chercheurs contre les champignons pathogénes et opportunistes (De Bellerbeck,

et al., 2002).
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IV. Matériel et méthodes

IV. Matériel et méthodes

L’objectif de ce travail est I’extraction des huiles essentielles du thym et du romarin,
puis I’évaluation de leurs activités antibactériennes vis-a-vis de quatre souches a Gram négatif

et une a Gram positif, et antifongique vis-a-vis de Botrytis cinerea.

IV.1 Matériel végétal

Cette présente étude a porté sur deux plantes médicinales du nom scientifique
« Rosmarinus officinalis L. » (figure 4) appelée localement « Aqlil ou Amezir » et en arabe «
Iklil El Djabel » récoltés de deux régions a savoir: Akbou et Adekar et « Thymus
munbyanus » (figure 5) appelée localement «Tizastart», en arabe « Zaitra » provenant

d’Ouzellaguen.

Figure 4 : Photographie de Rosmarinus officinalis L~ Figure 5 : Photographie de Thymus munbyanus

IV.1.1 Collecte et séchage

Les feuilles de Rosmarinus officinalis ont été cueillies au mois de Février 2018, et en
mois de juillet 2017 pour les feuilles et les sommités fleuries du Thymus munbyanus. Une
quantit¢ d’échantillon est soumise a 105 °C pendant 24 heures pour I’évaluation du taux
d’humidité. Alors que le reste de la récolte est séché a I’abri de la lumiére et & température

ambiante.
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IV.2 Extraction des huiles essentielles
L’hydrodistillation est considérée comme le seul mode d’extraction retenu par la
Pharmacopée Européenne (Kabouche ef al., 2005). L’extraction des huiles essentielles est

réalisée en utilisant un appareil de type Clevenger modifié (figure 6).

Figure 6 : Photographie d’hydrodistillation de Clevenger modifie

La matiere végétale (100 g), constituée des feuilles pour R.officinalis L, des feuilles et
sommités fleuries pour Thymus munbyanus, sont introduites dans un ballon de 2L rempli
d’eau jusqu’au 2/3 de sa capacité. Ces derni¢res sont ensuite mises a ébullition pendant 3
heures. Le ballon ainsi chauffé, produit de la vapeur chargée de produits volatils. Cette vapeur
se condense au contact d’un réfrigérant. Le condensat est ensuite recueilli dans une ampoule a
décanter lieu ou s’effectue la séparation des deux phases non miscibles : phase aqueuse et
phase organique. Cette dernicre constitue ’'HE qui sera récupérée et conservée a une

température de 4°C dans un flacon en verre fumé, en vue de son analyse.

> Rendement d’extraction en HE
Le rendement en HE est défini comme étant le rapport entre la masse de I’huile

essentielle et la masse du matériel végétal utilisé pour cent grammes de matiere végétale

Rue% = Mur/Ms.100
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seche. Aprés récupération d’huiles essentielles, le rendement est calculé par la méthode

suivante :
RuE : Rendement en huile essentielle en (g) pour 100 g de la matiere séche
Muk : Masse d’huiles essentielles récupérées (g)

Ms : Prise d’essai du matériel végétal (g).

1V.3 Evaluation de Pactivité antibactérienne des HE étudiées

IV.3.1 Origine et choix des souches bactériennes

Les microorganismes utilisés pour la détermination de I’activité antibactérienne sont :
trois souches phytopathogeénes a savoir: Dickeya solani, Pectobacterium carotovorum,
Pectobacterium atrosepticum et deux souches pathogenes: Escherichia coli et
Staphylococcus aureus. Ces souches proviennent de I’institut Pasteur d’Alger. Ces derniéres
ont été choisies pour leurs fréquences élevées a contaminer les denrées alimentaires et pour
leur pathogénicité. Les caractéristiques de ces souches bactériennes testées sont présentées

dans le tableau III.

Tableau III : Caractéristiques des souches bactériennes testées

Principales infections
Nom de la souche Réference Gram Famille P ,
Causées
Dickeya solani (DS) 22.22 - Enterobacteriaceae Syrnptéme de jambe noire sur
les tiges (pomme de terre).
Pectobacterium Pourritures humides sur tiges
carotovorum (PCC) 88.22 - Enterobacteriaceae | et/ou sur fruits.
Pectobacterium Pourriture molle bactérienne
atrosepticum (PCA) 86.21 - Enterobacteriaceae | et de la jambe noire chez la
pomme de terre.
Escherichia coli ATCC ) E . Diarrhées dysentériformes
A 404 nterobacteriaceae Gastro-entérites.
Staphylococcus aureus ATCC + Micrococcaceae Gastr(')-entérl.tes'
8577 Infections urinaires.

IV.3.1.1 Préparation de I’inoculum
A partir d’'une culture jeune de 18h, des suspensions bactériennes sont réalisées en
prélevant 3 a 5 colonies bien isolées et identiques, et les mettre dans 4 ml d’eau physiologique

stérile. Aprés une bréve agitation au vortex, la transmittance est lue au spectrophotometre
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UV-Vis avec une longueur d’onde de 625 nm appropriée pour chaque souche, afin d’obtenir

une concentration bactérienne de 10® UFC/ml.

1V.3.1.2 Etude qualitative de P’activité antibactérienne

Cette activité est évaluée par la méthode de diffusion sur milieu gélosé selon la
technique décrite par Bagamboula et al., (2004).

Aprées avoir ensemencé en surface les boites de Pétri contenant la gélose MH (Mueller
Hinton) avec une suspension bactérienne de 18 a 24 heures. Des disques stériles en cellulose
de 6 mm de diametre sont déposés sur la surface de la gélose, puis imprégnés de 5 ul de
chaque HE seul ou en associations : thym/romarin Akbou, thym/romarin Adekar (v/v: 1/1).
En paralléle, un disque d’antibiotique (Oxacilline) est déposé pour chaque souche bactérienne.

Les boites sont ensuite mises a 4 °C pendant 30 min afin de permettre une meilleure
diffusion de I’huile essentielle. Aprés une période d’incubation de 24 heures a la température
de croissance du germe cible, la lecture des résultats s’est réalisée par la mesure du diametre
(en mm) de la zone claire autour des disques, appelée : zone d’inhibition (figure 7).

Disque imprégné Croissance
d’HE microbienne

< >

Zone d’inhibition

Figure 7 : Schéma simplifi¢ du principe de la méthode des aromatogrammes

(Smith et Navilliat , 1997).

IV.4. Evaluation de ’activité antifongique

IV.4.1. Les souches fongiques testées

L’action des HE de Thymus munbyanus et Rosmarinus officinalis testée seule ou en
association a ¢été étudiée sur trois isolats de Botrytis cinerea . Cette souche est un
phytopathogeéne de la famille des Muniliaceae, connue sous le nom de la pourriture grise. Elle
provoque 1’'une des maladies cryptogamiques les plus destructives des cultures sous serres
(Bouchet et al., 2005). Les isolats de Botrytis cinerea testés sont : ALG 163, ALG 171 et
ALG 174.
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IV.4.2. Etude qualitative de I’activité antifongique des HE

Cette ¢tude consiste a suivre la croissance mycélienne des souches testées selon la
méthode de Wang et Coley-Smith (1986).

Cette méthode est basée sur le dépot d’un disque stérile en cellulose de 6 mm de
diametre imprégnés de 5 pl de chaque HE seule ou en associations : thym/romarin Akbou,
thym/romarin Adekar (v/v : 1/1) et un autre disque opposé a la souche a tester, obtenu a partir
d’une culture jeune de 3 jours sur la surface d’une gélose (PDA) préalablement coulée dans
une boite de Pétri. La lecture des résultats se fait par la mesure de la croissance mycélienne
pendant 7 jours d’incubation a 22 °C. En parall¢le, des disques remplis d’H>O servant de
témoins négatifs. Le pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne est calculé selon la
formule suivante :

Inhibition de la croissance mycélienne (%) = [(DC — DT) / DC] x 100

Avec :

DC : Diametre moyen de croissance mycélienne du control ;

DT : Diamétre moyen de croissance mycélienne du traitement.

IV.4. Analyse statistique

Les résultats obtenus lors de 1’évaluation de I’activité antifongiques des HE testées
sont fait I’objet d’une étude statistique par 1’analyse de la variance a une variable (ANOVA-
MANOVA) en utilisant le logiciel Statistica 5.5.

Tous les histogrammes obtenus ont été réalisés en utilisant les deux logiciels : Excel

(Microsoft Office 2003).
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V. Résultats et discussion

V. Résultats et discussion

1. Rendement d’extraction en huile essentielle

Les rendements d’extractions en huiles essentielles des feuilles et des sommités
fleuries du thym, et des feuilles du romarin sont exprimés en pourcentage période de
(tableau IV).

Tableau IV : Rendement d’extraction en HE des especes étudiées

Especes Rendement (%)
Thymus munbyanus 2,80
Rosmarinus officinalis L (Akbou) 2,05
Rosmarinus officinalis L (Adekar) 3,47

D’apres le tableau 1V, le meilleur rendement d’extraction en HE est enregistré au
niveau de I’échantillon du romarin provenant de la région d’Adekar (3,47%) tandis que
I’échantillon du romarin d’Akbou a donné le plus faible rendement (2,05 %).

L’HE extraite a partir des feuilles et sommités fleuries de 7. munbyanus provenant de
la région d’Ouzellaguen, est de couleur jaunatre.

En se référant a la littérature, le rendement obtenu avec 1’espece Thymus munbyanus
est supérieur a ceux rapportés par Hazzit (2009) et Benchabane et al., (2012) en travaillant
sur la méme espéce. Les rendements obtenus par ces auteurs sont respectivement de 1,8 et 2,3
%. Les travaux de Hazzit et al., (2009) sur trois especes du genre Thymus poussant en Algérie
(T. algeriensis, T. pallescens et T. dreatensis), ont rapporté que les rendements en HE
enregistrés varient entre 0,4 et 6,4 %. Cet écart est probablement attribu¢ a la différence de

provenance du matériel végétal ainsi qu’a la période de récolte.

L’HE extraite a partir des feuilles de R. officinalis L provenant des régions d’Akbou et
Adekar est de couleur jaune clair. D’aprés la littérature, le rendement obtenu avec les
¢chantillons du romarin est supérieur a celui signalé par Zaouali et al., (2010), en travaillant
sur la méme espece poussant en Tunisie. Les rendements obtenus par ces auteurs varient entre
1,17 et 2,70 %. Cette variation est probablement attribuée a la différence des conditions
climatiques ainsi qu’a la période de récolte et le type de sol.

Selon Fellah et al. (2006), cette variation dans le rendement peut étre attribuée non

seulement a I’origine de la plante et a la technique d’extraction mais également a la période de
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la cueillette de la matieére végétale. D’autre part, le cycle végétatif et la période de cueillette

peut également influencer sur le rendement d’extraction des HE.

2 .Evaluation de ’activité antimicrobienne des huiles essentielles

2 .1. Etude qualitative de P’activité antibactérienne

L’activité antibactérienne des HE est évaluée en fonction du diamétre (mm) des zones

d’inhibition de la croissance bactérienne (Dorman et Deans, 2000).

L’estimation de D’activité antibactérienne des HE est basée sur une échelle de mesure

mise en place par Meena et Sethi (1994) ct Ela et al. (1996). Ces derniers ont class¢ le

pouvoir antibactérien, en fonction des diamétres des zones d’inhibition de la croissance

bactérienne, en 04 classes :

1. Fortement inhibitrice lorsque le diametre de la zone d’inhibition est supérieur a 28 mm ;

2. Modérément inhibitrice lorsque le diametre de la zone varie entre 16 et 28 mm ;

3. Légerement inhibitrice lorsque le diamétre de la zone varie entre 10 et 16 mm ;

4. Non inhibitrice lorsque le diameétre d’inhibition est inférieur a 10 mm.

Nos résultats sont résumés dant le tableau si dessous ainsi que les figures (8,9,10)

représentent les diameétres des zones d’inhibitions.

Tableau V : Diamétres des zones d’inhibition (en mm) des bactéries testées

Souches
D. solani | P. atrosepticum | P. carotovorum E. coli S. aureus

HE

Thym 43,48+ 791 21,36+ 1,59 46,04 + 5,26 16,64 £ 2,44 37,46 £ 0,43
Ros .Ak 1638+ 1,70 | 9,77+ 1,66 15,94 + 0,46 6,00 6,00
Ros .Ad 13,30+ 1,11 6,00 15,72+ 2,26 6,00 6,00

As .Th .Ros .Ak | 36,89+ 1,58 16,15 + 1,64 33,66+ 0,93 15,58 +4,21 32,01 £0,98
As .Th .Ros .Ad | 33,82 +2.82 16,76 = 0,99 35,02 £0,59 10,71 £ 0,79 32,56 + 2,54
Oxacilline 13,83 +£0,43 6,00 12,44 + 1,44 6,00 35,35
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1: HE Th; 2 : HE Ros Ak ; 3 : HE Ros Ad ; 4 :AS.Th.Ros.AK. ; 5 : AS.Th.Ros.Ad ; 6 :Oxacilline

Figure 8 : Zones d’inhibition des HE de Thymus munbyanus, Rosmarinus officinalis et d’oxacilline
testées sur les souches phytopatogénes (D.solani, P. atrosepticum, P. carotovorum)
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1: HE Th; 2 : HE RosAk ; 3 : HE Ros Ad ; 4 :AS.Th.Ros.AK. ; 5: AS.Th.Ros.Ad ; 6 :Oxacilline

Figure 9 : Zones d’inhibition des HE de Thymus munbyanus, Rosmarinus officinalis et oxacilline
testées sur Escherichia coli
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1: HE Th; 2 : HE Ros Ak ; 3 : HE Ros Ad ; 4 :AS.Th.Ros.AK. ; 5 : AS.Th.Ros.Ad ; 6 :Oxacilline

Figure 10 : Zones d’inhibition des HE de Thymus munbyanus, Rosmarinus officinalis et
I’oxacilline testées sur Staphylococcus aureus

D’apres les résultats du tableau V et les figures 8,9 et 10 :

Pour les bactéries Gram négatif

L’HE du Thymus munbyanus a une trés forte action inhibitrice sur Pectobacterium
carotovorum (PCC) et Dickeya solani (DS) avec des zones de 46,04 et 43,48mm
respectivement, et modérément inhibitrice sur Pectobacterium atrosepticum (PCA) et E .coli
avec des zones de 21,36 et 16,64 mm respectivement.

L’HE du Rosmarinus officinalis d’Akbou a une action modérément inhibitrice sur
Dickeya solani, mais 1égeérement inhibitrice avec Pectobacterium carotovorum, par contre une
trés faible activité sur Pectobacterium atrosepticum. Cependant, la souche la plus résistante a
I’action de I’HE testée est E. coli.

L’HE du Rosmarinus officinalis d’ Adekar a une activité légerement inhibitrice vis-a-
vis des souches Pectobacterium carotovorum et Dickeya solani. Par contre Pectobacterium
atrosepticum et Escherichia coli sont avérées les plus résistantes a 1’action de ’HE du

romarin d’Adekar.
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L’association entre les deux HEs ; le thym et le romarin d’Akbou (AS.Th.Ros.AK.)
d’une part et entre la combinaison entre I’HE de thym et romarin d’Adekar (AS.Th.Ros.Ad.)
ont montré une forte activité inhibitrice sur Dickeya solani et Pectobacterium carotovorum,
une action modérément inhibitrice sur Pectobacterium atrosepticum et une action légérement
inhibitrice sur Escherichia coli.

L’antibiotique test¢ dans notre étude a savoir 1’oxacilline a démontré une faible
activité inhibitrice pour les bactéries Gram négatives, et une action fortement inhibitrice pour
St.aureus, par comparaison avec 1’action des huiles essentielles étudiée, 1’oxacilline a une

faible activité inhibitrice.

Pour la bactérie Gram positif

L’huile essentielle de 7Thymus munbyanus a une forte activité inhibitrice sur
Staphylococcus aureus.
Les HE de Rosmarinus officinalis .L d’Akbou et d’Adekar ont une action légérement
inhibitrice sur st. aureus.
Les deux combinaisons entre Thymus et Rosmarinus ont montré une forte action

inhibitrice vis-a-vis de cette souche a Gram +.

2.2 .Evaluation de I’activité antifongique

L’¢évaluation de I’activité antifongique des échantillons a été réalisée sur 3 isolats de
Botrytis cinerea, ceci par la méthode des aromatogrammes. Le pouvoir antifongique des HE
de Rosmarinus officinalis cueillie dans deux régions de la willaya de Bejaia (Akbou et
Adekar), et de Thymus munbyanus provenant d’Ouzellaguen, est obtenu par le suivi de la
cinétique de croissance mycélienne. Les principaux résultats obtenus lors de la détermination
de D’effet des HE testés seuls ou en associations sur la cinétique de croissance mycélienne

sont illustrés dans les figures 11,12 et 13 et dans les annexes.
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Figure 13 : Taux d’inhibition moyens de croissance mycélienne de B.cinerea (ALG 174) traitée avec
les HEs étudiées

D’apres les allures des graphiques présentés dans les figures 11, 12 et 13, les HE de
Thymus munbyanus et de Rosmarinus officinalis provenant d’Akbou et Adekar, on a constaté
que :

Seul I’'HE de Thymus a exercé un effet inhibiteur ¢levé de la croissance mycélienne
vis-a-vis de toutes les souches fongiques testées (60,22 a 82,11%). La comparaison des taux
d’inhibitions moyens de la croissance mycélienne des différentes souches traitées avec cette
huile révele que la souche la plus sensible est ALG 174 (82,11%), et ALG 171 (75,38 %),
tandis que la souche la moins sensible a 1’action de cette huile est ALG 163 (60,22%).

D’apres 1’analyse statistique (ANOVA) effectuée, il apparait clairement 1’existence
d’une différence significative (p<0,05) entre les taux d’inhibition de la croissance mycélienne
de chaque souches ou :

La souche ALG 163 est avérée la plus résistante vis-a-vis de I'HE de Thymus
munbyanus avec un pourcentage d’inhibition moyen de (60.22%), alors que la souche ALG
s’est montrée la plus vulnérable a 1’action de cette huile (81.11 %).

L’HE du romarin d’Akbou n’a manifesté aucun effet inhibiteur vis-a-vis de la
croissance mycélienne des deux souches testées : ALG 163 et ALG 174, et une faible activité

inhibitrice envers la souche fongique BC ALG 171 (12,58%).
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L’HE du romarin récolté a Adekar n’a également exercé aucun effet inhibiteur vis-a-vis de la
croissance mycélienne de la souche fongique BC ALG 163 et une faible activité inhibitrice
vis-a-vis les souches fongiques BC ALG 171 (14,43%) et BC ALG 174 (3,01%).

La combinaison entre les deux huiles essentielles de Thymus munbyanus et de
Rosmarinus officinalis provenant de la région d’Akbou d’une part et 1’association entre I’HE
Thymus munbyanus et celle du romarin d’Adekar de D’autre part, ont exercé des effets
inhibiteurs considérables de la croissance mycélienne vis-a-vis de toutes les souches
fongiques testées. Les valeurs enregistrées oscillent entre 36,26 a 42,68% pour

I’AS.Th.Ros.AK. et entre 39,52 et 54,24% pour I’AS.Th.Ros.Ad.

Enfin, les effets antibacteriennes et antifongiques des associations d’huiles essentielles
de Thymus munbyanus et Rosmarinus officinalis ont montré ’existance d’une interaction
antagoniste ou, I’HE du romarin a diminuée fortement 1’activit¢ de ’'HE du thym, cela est dQ

probablement a la composition chimique de ces deux huiles.

En effet, cette efficacité peut étre due au réservoir des composés phénoliques et
terpéniques des plantes. Dans ce sens, une étude publiée par Valnet (2005) a montré que les
composés chimiques ayant une efficacité antifongique a large spectre sont les phénols, les
aldéhydes, les alcools et les cétones terpéniques. Les meilleures activités ont été observées
pour les huiles de thym, d’origan, de clous de girofle, d’armoise blanche, tous riches en
composés phénoliques (thymol, carvacrol et eugénol).

En 2000, Dorman et Deans ont démontré que le thymol est le composé qui possede le
plus large spectre d’activité antimicrobienne, suivi du carvacrol et du y-terpinéol. Dimitra et
al., (2004), ont trouvé que ’HE de 1’origan riche en thymol et le thym riche en carvacrol ont
un bon effet inhibiteur sur B. cinerea.

Cependant la faible activité antifongique les HE du romarin étudiée serait due a sa

composition chimique en particulier et sa richesse en a-pinéne.

27



Conclusion &
perspectives



Conclusion et Perspectives

Conclusion et Perspectives

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus
par leurs propriétés thérapeutiques. Dans la présente étude, nous nous sommes intéressés a
I’évaluation de I’activité antibactérienne des huiles essentielles de Thymus munbyanus et de
Rosmarinus officinalis et 1’association entre les huiles, vis-a-vis de cinq souches, et
antifongique envers Botrytis cinerea.

L’extraction des huiles essentielles par hydrodistillation a fourni des rendements de
2,8% (ml/100g de matiere végétale seche) pour le thym et 2,05 et 3,47% pour le romarin.

Dans notre étude, I’activité antibactérienne des huiles essentielles a ét¢ évaluée par la
méthode des aromatogrammes.

Parmi les HE testées, la meilleure activité est obtenue avec 1’huile essentielle de
Thymus munbyanus (16,64 et 46,04mm) suivie de ’'HE du romarin provenant de la région
d’Akbou. Tandis que pour les associations, les deux combinaisons ont exprimé des activités
proches I'une de 1’autre.

L’activité antifongique sur trois isolats de B. cinerea (ALG 163, ALG 171 et ALG
174) évaluée par la méthode de confrontation directe a mis en évidence le puissant pouvoir de
I’huile essentielle de Thymus munbyanus vis-a-vis de la croissance mycélienne de toutes les
souches cibles, tandis que les HE du romarin ont montré une trés faible activité inhibitrice.

Il est a noter également que les associations entre les huiles essentielles (7hymus et
Rosmarinus) ont manifesté une action inhibitrice intéressante sur I’ensemble des souches
testées.

Enfin, les activités antibactériennes et antifongiques des associations ente les huiles
essentielles de Thymus munbyanus et de Rosmarinus officinalis ont montré 1’existence d’une
interaction de type antagonisme ou, I’HE du romarin a diminuée fortement 1’action de I’HE
du thym.

Toutefois, ces résultats restent préliminaires et afin de les approfondir, d’autres
approches et études sont souhaitables a réaliser, il serait intéressant de :

- Tester d’autres méthodes d’extractions pour déterminer leur influence sur le
rendement en huiles essentielles ;

- Caractériser chimiquement les HE extraites ;

- Etudier d’autres propriétés biologiques de ces plantes, a savoir les propriétés anti-
inflammatoires et insecticides ;

- De vérifier les résultats expérimentaux dans une matrice alimentaire .
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Annexes 1 : Taux d’inhibition moyens de croissance mycélienne de B.cinerea

(ALG 163, ALG 171, ALG 174) traitée avec I'HE du Thym

Annexes 2 : Taux d’inhibition moyens de croissance mycélienne de B.cinerea

(ALG 163, ALG 171, ALG 174) traitée avec I'HE. Ros.Ak

Annexes 3 : Taux d’inhibition moyens de croissance mycélienne de B.cinerea

(ALG 163, ALG 171, ALG 174) traitée avec I'HE. Ros.Ad
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Annexes 4: Taux d’inhibition moyens de croissance mycélienne de B.cinerea

(ALG 163, ALG 171, ALG 174) traitée avec I'HE AS.Th.Ros.Ak

Annexes 5 : Taux d’inhibition moyens de croissance mycélienne de B.cinerea

(ALG 163, ALG 171, ALG 174) traitée avec I'HE AS.Th.Ros.Ad
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Résumé

Notre étude a pour objectif de déterminer I’activité antimicrobienne des huiles essentielles
extraites par hydrodistillation de deux plantes médicinales : Thymus munbyanus et
Rosmarinus officinalis récolté dans la wilaya de Bejaia. Les rendements d’extraction obtenus
varient entre 2,05 et 3,47 %. L’évaluation des activités antibactérienne et antifungique ont été
mises en ¢évidence par la méthode des aromatogrammes vis-a-vis cinq souches bactériennes
(Dickeya solani, Pectobacterium atrosepticum, Pectobacterium carotovorum, Escherichia
coli et Staphylococcus aureus), et par confrontation directe contre trois isolats de Botrytis
cinerea. Les résultats des activités antimicrobiennes ont montré que 1’huile essentielle du
thym présente une bonne activité inhibitrice par rapport au romarin. L’activité antifongique
nous a révélé que I'huile essentielle de Thymus a présenté une bonne activité envers les
souches fongiques cibles comparée avec I’HE du Rosmarinus officinalis. L’association entre

I’HE de thym et le romarin (des deux régions) a montré une interaction antagonisme.
Mots clés : Huile essentielle ; Activité antibactérienne ; Activité antifongique ; Rosmarinus

officinalis ; Thymus munbyanus.

Abstract

Our study aims to determine the antimicrobial activity of essential oils extracted by
hydrodistillation of two medicinal plants: Thymus munbyanus and Rosmarinus officinalis
harvested in the wilaya of Bejaia. The extraction yields obtained vary between 2.05 and
3.47%. The evaluation of antibacterial and antifungal activities was demonstrated by the
aromatograms method against five bacterial strains (Dickeya solani, Pectobacterium
atrosepticum, Pectobacterium carotovorum, Escherichia coli and Staphylococcus aureus),
and by direct confrontation against three isolates of Botrytis cinerea. The results of the
antimicrobial activities showed that the essential oil of thyme has a good inhibitory activity
compared to rosemary. Antifungal activity revealed that Thymus essential oil showed good
activity towards target fungal strains compared with Rosmarinus EOs. The association

between the thyme EO and rosemary (from both regions) showed an antagonistic interaction.
Key words: Essential oil, Antimicrobial activity; Antifungal activity; Rosmarinus

officinalis ; Thymus munbyanus.



