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RESUME

Le romarin (Rosmarinus officinalis L.) est une plante spontanée médicinale. Afin
de remplacer les produits synthétiques par des molécules bioactives qui sont a
base de plantes, il est intéressant de connaitre ses vertus thérapeutiques.

Le travail consiste a étudier I'influence du facteur région et du facteur saison
sur les parametres physiologiques et biochimiques de romarin Rosmarinus
officinalis L. Identifier la composition chimique de I'huile essentielle du romarin
Rosmarinus officinalis L., évaluer son activité anti-oxydante et mettre en évidence
son pouvoir antimicrobien et biocide (bactéricide et insecticide).

L’extraction de [I'huile essentielle a été effectuée par hydro distillation.
L’aromatogramme a permis de mettre en évidence le pouvoir antibactérien de
I'huile essentielle et de I'extrait méthanolique, vis-a-vis les souches bactériennes
testées. L’activité anti-oxydante a été évaluée in vitro par la mesure du pouvoir de
piégeage du radical DPPH.

Les parametres physiologiques et biochimiques nous ont permis de Vvérifier
'existence d’'une corrélation entre la variation des conditions climatiques et la
réponse des écotypes. L'écotype Djelfa a présenté les teneurs les plus élevées en
chlorophylle, proline et sucres solubles avec respectivement : 1.23 ug/ gMF, 0.96
Mg/gMF et 3.71 pg/gMF. Les résultats montrent aussi que les teneurs les plus
élevées en chlorophylle, proline et en sucres solubles sont enregistrées chez le
romarin récolté en printemps avec respectivement 0.77 ug/ gMF, 0.07 ug/ gMF et
3.31 pg/ gMF.

L’analyse des huiles par CG/MS montre que le composé majoritaire commun
entre les trois régions Blida, Djelfa et M’sila est I'a-pinéne avec 20.33 %, 19.25 %
et 10.40% respectivement. Concernant I'effet saisonnier, les résultats ont montré
que la nature des constituants est la méme pour les trois saisons avec des
teneurs variables selon les saisons.

Les tests antibactériens montrent que quatre souches bactériennes sur cing
testées sont sensibles a I'huile essentielle de romarin des écotypes Blida et Djelfa.
Quant a I'extrait méthanolique, trois souches sur cing ont montré une sensibilité.
L’huile essentielle et I'extrait méthanolique du romarin des deux écotypes (Blida et
Djelfa) ont montré une activité antibactérienne importante vis-a-vis les bactéries a
Gram (+) comparées aux bactéries a Gram (-). L’huile essentielle du romarin de la
région de Blida récolté durant les différentes saisons a montré un pouvoir biocide
envers Erwinia amylovora et Tuta absoluta. Les résultats ont montré que cette
activité biocide varie également selon les saisons et selon les doses des extraits.

Mots clés : Rosmarinus officinalis L., huile essentielle, extrait méthanolique ;
Ecotype, saisons, CG/MS, effet antimicrobien, effet antioxydant, effet biocide.



ABSTRACT

COMPARATIVE EFFECT OF THE PHYSIOLOGICAL, BIOCHEMICAL AND
THERAPEUTIC PARAMETERS OF ROSEMARY Rosmarinus officinalis L.

The rosemary (Rosmarinus officinalis L.) is a medicinal plant; it is interesting to
know its therapeutic virtues, in order to replace the synthetic products with
bioactive molecules that are based on plants.

The work consists of studying the influence of regions and seasons on the
physiological and biochemical parameters of rosemary Rosmarinus officinalis L.
Identify the chemical composition of Rosmarinus officinalis L. Rosemary essential
oil, assess its antioxidant activity and evidence of its antimicrobial potency against
five microbial strains.

The extraction of the essential oil was carried out by hydro distillation. The
aromatogram showed the antibacterial potency of the essential oil and the
methanol extract, compared to the bacterial strains tested. The diffusion method
on agar medium made it possible to determine the diameters of the zones of
inhibition. The antioxidant activity was evaluated in vitro by the measurement of
the trapping power of the DPPH radical

The physiological and biochemical parameters studied, namely: chlorophyll
(a and b), proline, and soluble sugars; allowed us to verify the existence of a
correlation between the variation of the climatic conditions and the ecotype
response.

Analysis of the oils by CG / MS shows that the major majority compound between
the three regions is alpha-pinene. Regarding the seasonal effect, the results
showed that the nature of the constituents is the same for the three seasons, and
the grades differ according to the season.

Antibacterial tests show that four out of five bacterial strains tested are sensitive to
Rosemary essential oils from the Blida and Djelfa ecotypes. For methanol extract,
three strains out of five showed sensitivity. The essential oil and the methanolic
extract of the rosemary of the two ecotypes showed an important antibacterial
activity with respect to the Gram + bacteria compared to the Gram - bacteria.

Key words: Rosmarinus officinalis L., essential oil, methanolic extract; Ecotype,
season, CG / MS, antimicrobial effect, antioxidant effect, biocide effect.
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INTRODUCTION

Les grandes civilisations (chinoise, égyptienne, babylonienne, grecque, et
romaine) ont eu recours aux plantes meédicinales pour leurs propriétés
thérapeutiques, cosmeétiques, chimiques, diététiques, pharmaceutiques, agro-
alimentaires et industrielles. Actuellement, cette médication, par les plantes,
connait un regain d’intérét notable (LAHSISSENE et al., 2009).

LHUILIER (2007), signalent que les données de I'Organisation Mondiale de
la Santé (OMS) mentionnent que 80 % de la population mondiale sont dépendants
des plantes médicinales. Importantes sur le plan médical et culturel, les plantes
médicinales sont aussi un facteur économique majeur pour les pays en voie de

développement.

Au moins 35 000 espéces végétales sont utilisées dans le monde a des fins
médicales. Alors que les médicaments industriels les plus importants sont produits
a partir de 90 espéces environ. Les plantes sont donc la source principale de
substances actives. Selon des estimations de 'OMS, elles représentent environ
70 % des matériau de base des produits pharmaceutiques modernes (KASPAREK
et JANABI, 2001).

L’Algérie avec sa diversité de climats et de sols, sa situation géographique
et ses reliefs, présente une diversité variétale en plantes médicinales et
aromatiques dont la plupart existent a I'état spontané (QUEZEL et MEDAIL, 1995).
En Algérie la flore médicinale naturelle est relativement abondante et compte plus
de 3000 especes utilisées en médecine traditionnelle (ABED, 1997). Avec ses
espéces appartenant a plusieurs familles botaniques, dont 15% sont endémiques,
la flore reste peu exploitée sur le plan phytochimique comme sur le plan
pharmacologique (BOUZID et al., 2017).



Dans le but de valoriser les espéces spontanées médicinales connues pour
leurs tolérances a la sécheresse et a la salinité et dans le but d’élaborer de
nouveaux produits bioactifs exploités par I'homme dans [I'agro-alimentaire,
l'industrie pharmaceutique et dans l'agriculture biologique comme bio-pesticide,

NOUS NOUS sommes intéressés a une espece tres convoitée le romarin.

Le romarin Rosmarinus officinalis L. est une plante médicinale originaire du
bassin méditerranéen qui pousse a I'état spontané. Il aime les terrains calcaires
et s’accommode trés bien des contrées arides et rocailleuses. On le reconnait
aisément, toute I'année. Les feuilles, les sommités fleuries et I'huile essentielle

sont utilisées en phytothérapie.

Le romarin est une herbe stimulante, a odeur forte et reconnaissable, qui a
une vertu antispasmodique et qui est prescrite, encore de nos jours, pour les
bronchites. En médecine homéopathique traditionnelle, on I'utilise dans plusieurs

diagnostics : asthme, palpitations, vomissements, grippe et fievre.

Les huiles essentielles qui se composent de métabolites secondaires sont
des mélanges volatils, naturels et complexes qui se trouvent dans différents
organes de plantes aromatiques. Une recherche massive a été récemment
consacrée aux huiles essentielles de a leurs caractéristiques multifonctionnelles,
comme ayant des vertus antioxydantes , antibactériennes, antifongiques et
antivirales (DAMYEH et NIAKOUSARI, 2016)

Les composants des huiles essentielles commencent a avoir beaucoup
d'intérét comme source potentielle de molécules naturelles bioactives [DAMYEH
et NIAKOUSARI (2016) ; BARAKAT et LAIB (2011)]

Les extraits des plantes médicinales (I'extrait méthanolique, I'extrait
éthanolique et I'extrait aqueux) riches en composés phénoliques ont également
fait 'objet de nhombreuses recherches. Ce sont des produits naturels dotés d’'une
grande diversité structurale et de propriétés pharmaceutiques intéressantes qui
suscitent actuellement un grand intérét en tant que substance a effet anti-

radicalaire, antimicrobien et anti-inflammatoire (BRAVO, 1998).

Les activités des huiles essentielles décrites sur les insectes sont variées :
larvicides, adulticides, répulsifs ou inhibiteurs de croissance. La plupart des huiles
2



essentielles agissent en perturbant la structure de la membrane cellulaire mais,
pour certaines, des effets neurotoxiques ont pu étre mis en évidence
(REGNAULT-ROGER et al., 2012). Par leur volatilité et leur petite taille, beaucoup
des constituants des huiles essentielles interagissent avec les récepteurs d’odeur
des insectes, déclenchant des comportements variés : fuite, attraction et
oviposition (TRIPATHI et al., 2009).

La majorité des travaux de recherche ont été orienté sur les huiles
essentielles (HE) extraites de cette plante aromatique le romarin, alors que

certaines d’entre eux ont étudié leurs extraits méthanoliques (EM).

Dans ce contexte s’inscrit notre travail de recherche ou nous nous sommes
intéressés a l'étude de linfluence du facteur région sur l'espéce étudiée :
Rosmarinus officinalis L. Nous avons choisi trois localités pour faire la récolte,
Boussaada (M’sila), Ain Oussara (Djelfa) et Sidi El Kebir (Blida) appartenant a des
étages bioclimatiques différents : aride, semi aride et humide.

L’étude a porté sur :

> Parameétres physiologiques et biochimiques,

A\

Composition chimique de I'huile essentielle,

> Activité antimicrobienne de I'huile essentielle et de I'extrait méthanolique.

Une deuxiéme expérimentation a été réalisée, ou nous nous sommes
orientés vers une étude plus approfondie en récoltant le romarin dans la localité
Sidi ElI Kebir (Blida) durant les trois saisons (automne, hiver et printemps)

complétée par une étude d’une activité antioxydante et biocide.



CHAPITRE |
DESCRIPTION DE LA PLANTE ETUDIEE

1.1. Historigue

Le romarin est connu depuis la plus lointaine antiquité ou des rameaux de
cette plante ont été trouvés dans les tombes égyptiennes des premiéeres dynasties
(BARDEAU, 2009).

Ce sont les arabes qui, les premiers, extrairont 'essence d’encensier, mais
c’est Arnaud de Villeneuve qui, en 1330, trouva le moyen de la conserver en
solution alcoolique. Puis Raymond Lulle continua les recherches et donna des
indications précises sur la distillation du romarin. Il acquiert une grande célébrité et
on le retrouve dans de multiples compositions préparées chez les apothicaires, du
XVle jusqu’au XVllle siecle (BARDEAU, 2009).

Le nom latin Rosmarinus est habituellement interprété, comme dérivé "ras"
de la rosée et "marinus" d'appartenir a la mer, bien qu'elle se développe
habituellement loin de la mer. On a affirmé que cette interprétation est un produit
d'étymologie traditionnelle, mais probablement le hom original est dérivé du grec
"rhops" arbuste et "myron” baume (HEINRICH et al., 2006).

En outre son emploi, en pharmacie comme antiseptique,
antispasmodique, cholagogue, digestif, diurétique, tonique, vulnéraire la fit
connaitre, durant le Moyen Age et ft un véritable « succés individuel » puisque
de courts traités de pharmacologie lui furent consacrés exclusivement
(FERY-HUE, 2005). Aujourd’hui le romarin est un aromate culinaire et fournit une

huile essentielle encore recherchée par I'industrie des parfums (GUY, 2005).

1.2. Répartition géographique

Selon GUINOCHET et al. (1973), le romarin se reparti tout au long de la
mer méditerranéenne et le reste de 'Europe d’ou son nom « rose de la mer ».

D’aprés PERROT et PARIS (1971), cette plante existerait aussi en Corse et
au Portugal.

En France, elle pousserait abondement dans les terrains calcaires du midi
en particulier sur le littoral méditerranéen (aux faibles altitudes) d’ou il remonte

méme jusqu'au massif central (Provence, Roussillon, Languedoc). Elle est



également cultivée dans de nombreux pays tel que 'Espagne, I'ltalie, la Tunisie et
le Maroc (GARNIER et al., 1961).

En Algérie cette plante est bien apparente a différentes régions. Elle est
retrouvée dans la steppe a Sid Dijilali dans la région de Sid EI Makhfi, ainsi on peut
la voir dans le littoral a Béni Saf dans la zone de Sidi Safi. Nous pouvons la
rencontrer a différentes altitudes suivant les étages bioclimatiques, elle est
retrouvé a Tlemcen a lala Setti a 1025 meétres (ATIK-BEKKARA et al., 2007).

1.3. Etude botanique de la plante

Le genre Rosmarinus regroupe deux especes de plantes de la famille des
Lamiacées originaires du bassin mediterranéen le Rosmarinus eriocalyx et le
Rosmarinus officinalis L. (BESOMBES, 2008)

Ses caracteres sont les suivants : (figure 1.1)

e arbuste toujours vert, de 60cm a 2m de haut et pouvant vivre jusqu’a
30ans,

o tige, a I'écorce grisatre, écailleuse et fissurée, se divisant en rameaux
opposés tortueux, nceuds distancés de 0,5 a 2mm,

o feuilles opposées, coriaces, sessiles, linéaires, entiéres, de 1.5 a 4.5cm de
long, aux bords enroulés vers le bas; face supérieure vert sombre et glabre,
face inférieure blanche, tomenteuse, parcourue par une nervure saillante,
et portant des poils articulés ramifiés et poils glandulaires fortement serrés,

e inflorescence spiciforme, a fleurs subsessiles, qui s’épanouissent toute
lannée,

e calice gamosépale, poudré-blanchatre, tube en forme de cloche, a 3 lobes,
le plus large est la lévre supérieure et les deux autres forment la levre
inférieure,

e corolle gamopétales, tubuleuses, a 2 léevres (la supérieure a 2 lobes en
forme de capuchon, linférieure a 3 lobes, avec le médian plus large,
concave),

e 2 étamines, et des anthéres allongées uniloculaires,

e e fruit est un tétrakene, de couleur brune,

o fleurs bleu péle, lilas ou blanchéatres, maculées de petites taches violettes a

I'intérieur.



Figure 1.1 : Aspect morphologique du Rosmarinus officinalis L

1.4. Exigences écologiqgues et pédologigues de la plante

Le romarin est une plante thermophile mais le jeune plant peut craindre les
gelées. Sur les rivages marins, on le rencontre jusqu'a 1500 m d’altitude. Si
I'espéce se rencontre souvent en terre calcaire, on peut aussi le rencontrer sur sol
acide quand la pinéde est peu favorable a d’autres espéces (GUY, 2005). Les sols

argilo-calcaires a pH 7-8 sont les plus favorables (PERON, 2006).

1.5. Composition chimique

Cette espece trés polymorphe, présente plusieurs variétés. Mais, a cette
différenciation morphologique trés aléatoire, nombreux botanistes préférent
s’appuyer sur la composition chimique de I'huile essentielle pour lister quatre

chémotypes, suivant le composé dominant : romarin a cinéole, romarin a

verbénone, romarin a camphre/ bornéol, et parfois, romarin a myrcéne.

Les composés rencontrés dans Rosmarinus officinalis peuvent sont classés

dans le tableau 1.1



Tableau 1.1: Composition chimique de Rosmarinus officinalis L.

1,8-cinéole,
Camphre,
_ ) a-pinéne,
Huile essentielle R i
Autres monoterpenes (bornéol,

limonene, camphéne, a-terpinéol).

Acide carnosolique,
Carnosol,
Rosmanol,
Epirosmanol,
Diterpénes phénoliques tricycliques Isorosmanol.
Rosmaridiphénol,
rosmari-quinone,

Rosmadial...

Acides caféique,

Acides phénols Chlorogénique,

Rosmarinique

Genkwanine,

Flavones méthylées Luteoléine,

Diosmétine

Acide oléanolique,

Triterpénes et stéroides Dérivés d'acide ursolique,

a- et B-amyrines

Polysaccharides acides,

Autres constituants Traces de salicylates

[BRUNETON (1999) ; GAMET-PAYRASTRE et al., (1999)]




1.6. Utilisation de romarin

1.6.1. Agriculture
Les hautes plaines steppiques connaissent aujourd’hui une forte dégradation

qui se traduit par la réduction du potentiel biologique et la rupture des équilibres
écologiques et socio-économiques. Afin de préserver et d’améliorer les sols de
ces régions, la valorisation des especes spontanées (fourragéres et meédicinales)
connues pour leurs tolérances a la sécheresse et a la salinité telle que le romarin,

s’avere indispensable.

Le romarin préfere les sols argilo-calcaires, de pH 7 a 8. Poussant
naturellement dans la garrigue, le romarin peut valoriser des terrains pauvres, il se
développe mieux en terrain profond, léger et perméable (QUEZEL et
MEDAIL,1995)

1.6.2. Phytothérapie

La phytothérapie repose sur des remedes naturels, elle est bien acceptée

par I'organisme, et souvent associée aux traitements classiques. Elle connait de
nos jours un renouveau exceptionnel en Occident, spécialement dans le
traitement des maladies chroniques comme l'asthme ou l'arthrite (ISERIN et
al.,2001). Cependant, deux maniéres distinctes font I'objet de la phytothérapie par

la plante de romarin qui :

1.6.2.1. Voie externe

L’extrait alcoolique qui contient des sommités du romarin est utilisé pour le
traitement des entorses, foulures, contusions et torticolis. La décoction aqueuse
s’utilise en gargarismes (angines) et bains de bouche (aphtes), ou elle est ajoutée
a des bains stimulants.

L’huile essentielle de romarin soulage les troubles rhumatismaux et de la
circulation sanguine, soigne les blessures, soulage les maux de téte, améliore la
concentration pour une bonne mémoire, combat les effets du stress et de la
fatigue, traite I'inflammation des voies respiratoires et de la sphere ORL (DIAS et
al., 2000), alors que I'huile essentielle du romarin a une action sur la pousse des
cheveux en stimulant l'irrigation du cuir chevelu par une simple application sur la
téte (ISERIN et al., 2001).



1.6.2.2. Voie interne

Le romarin est un stimulant, antispasmodique, cholagogue. On l'indique
pour ses qualités stimulantes dans les dyspepsies atoniques, les fermentations
intestinales, les asthénies, le surmenage, les états adynamiques des fiévres
typhoides ou muqueuses et de la grippe.

ISERIN et al. (2001), remarquent que les propriétés hypertensives du
romarin, ont permet d'utiliser la plante en cas d'évanouissements liés a une
insuffisance circulatoire et ils ajoutent que la plante pourrait étre considérée
comme un fortifiant qui accélére la convalescence a la suite de maladies

chroniques ou de stress prolongés.

1.6.3. Industrie alimentaire

Il est largement utilisé dans lindustrie alimentaire pour prévenir une
éventuelle dégradation oxydative et microbienne des aliments. Le romarin est
utilisé comme alternative aux additifs chimiques pour la préparation de la volaille,
de l'agneau, du veau, des fruits de mer, des saucisses et salades ainsi que des
soupes et chapelures. Il est également utilisé comme épice dans les croustilles et
les chips (BOUSBIA, 2011).

1.6.4. Industrie de parfumerie

La faculté des extraits de romarin a protégé la peau des Iésions cutanées
induites par les radicaux libres. lls ont montré la validité réelle de la biotechnologie
des antioxydants naturels dans la gestion de l'antivieilissement de la peau
(BOUSBIA , 2011).

L’huile du romarin a été largement répandue pendant des siécles, comme
un des ingrédients en produits de beauté, savons, parfums, désodorisants
[ARNOLD (1997) ; CUVELIER et al., (1996)].



CHAPITRE Il
LES EXTRAITS DES PLANTES MEDICINALES

2.1. Utilisation des plantes médicinales et aromatiques

L’action de la phytothérapie sur I'organisme dépend de la composition des
plantes, c’est au cours du XVllleme siecle, que les savants ont commencé a
extraire et a isoler les substances chimiques contenus dans les plantes.

La recherche des principes actifs extraits des plantes est d’'une importance
capitale car elle a permis la mise au point de médicaments. Aujourd’hui, les
plantes sont de plus en plus utilisées par l'industrie pharmaceutique, il est
impossible d’imaginer le monde sans la quinine qui est employée contre la malaria
ou sans la diagoxine qui soigne le cceur, ou encore I'éphédrine que I'on retrouve

dans de nombreuses prescriptions contre les rhumes (ISERIN et al., 2001).

La phytothérapie a la différence de la médecine classique, recommande
d’utiliser la plante entiére, appelée aussi « totum » plutdét que des extraits obtenus
en laboratoire. Une plante entiére est plus efficace que la somme de ses
composants, les plantes contiennent des centaines voire des milliers de

substances chimiques actives (ISERIN et al., 2001).

2.2. Huiles essentielles des plantes médicinales et aromatiques

Les huiles essentielles sont des mélanges de composés lipophiles, volatiles
et souvent liquides stockées dans des tissus végétaux spécialisés et extrait des

plantes grace a des procédés physigques (BRUNETON, 1993).

DEGRYSE et al., (2008), précisent que ces substances ne contiennent
aucun corps gras : contrairement a une huile végétale, une goutte déposée sur un

papier s'évaporera sans laisser de trace.

2.2.1. Localisation

Les huiles essentielles sont sécrétées dans différentes parties, variant selon
la plante aromatique. Elles peuvent étre de minuscules cellules épidermiques dans les
pétales de la rose ou des poils sécréteurs disposés a la périphérie des calices
floraux, des feuilles et des tiges chez les labiées (thym, sauge) ou de grosses

cellules disposées au sein méme des tissus végétaux : tiges, écorces, racines,
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feuilles et semences. Mais elles peuvent étre aussi, et cela est beaucoup plus
particulier, des cellules végétales en poches sécrétrices (SCIMECA et
TETAU,2005)

2.2.2. Caractéristigues physico-chimigues des huiles essentielles

Les HE communément appelées essences, sont des constituants de
consistance huileuse, plus ou moins fluide, voir résinoides, trés odorantes, volatiles,

souvent colorées et plus légéres que I'eau (densité de I'ordre de 0,750 a 0,990).

Elles se volatilisent sous l'action de l'air et de la chaleur et se dissipent au
bout de quelques instants. Les HE sont solubles dans I'alcool, I'éther, le chloroforme,
les huiles, les émulsifiants et dans la plupart des solvants organiques, mais sont

insolubles dans I'eau.

2.2.3. Composition chimigues des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes et éminemment

variables de constituants qui appartiennent a deux groupes les:

— Terpénes
- Composés aromatiques (BRUNETON, 1999).

2.2.3.1. Terpénes

lls ont pour formule générale (CsHg)n, cyclique. lls sont constitués du
polymére de lisopropene parmi lesquel on distingue les monoterpénes et les
sesquiterpenes.

D'aprés BELLAKHDAR (1997), les monoterpenes sont des composés plus
volatiles, ils sont les principaux composés rencontrés dans les huiles essentielles. Ils
sont composés essentiellement de a-pinene, (3-pinéne), o-terpinéne, camphene,

a-phéllandréne, p-phéllandrene, limonéne et myrcene.

Les sesquiterpénes sont des composés caractéristiques des ardbmes produits
par les plantes et donnent a celles-ci leur golt amer. Ce sont des composes
d'hydrocarbures notamment l'aromadendrene, allo-aromadendréne et a-gurjunéne
(AZOUDJ, 1999).
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2.2.3.2. Les composés aromatiques

Les composés aromatiques sont en concentration moindre que les dérivés
terpéniques, ils procurent aux HE leur propriétés odorantes de type les
«phénylpropanoide » qui emprunte une voie biosynthétique dite de I'acide schikimique
conduisant essentiellement a la synthése de la « tyrosine » (NAZLIN, 2003)

2.2.4. Facteurs de variabilité de la composition chimigue des huiles essentielles

Formées de mélanges généralement complexes, les huiles essentielles
présentent une trés grande variabilité, tant au niveau de leur composition, qu’au
plan du rendement des plantes d’origine. Cette variabilité peut s’expliquer par
différents facteurs, que nous pouvons regrouper en deux catégories :

e Facteurs intrinseques : liés a l'espéce, au type de clone, a l'organe
concerné, a l'interaction avec I'environnement (type de sol et/ou climat) et
au degré de maturité du végétal concerné, au moment de la récolte et en

fonction des stades ohénologiques.

e Facteurs extrinseques : directement liée a la méthode d’extraction.

2.2.5. Propriétés physiques

Malgré leurs différences de constitution, les huiles essentielles possedent
un certain nombre de propriétés physiques communes.

Elles sont généralement sous forme liquides a température ambiante et
leur grande volatilité les oppose aux "huiles fixes" (lipides). Lorsqu'elles viennent
d'étre préparées, leurs teintes est généralement comprise dans une gamme
allant de l'incolore, a jaune pale. Il existe toutefois quelgques exceptions, comme
I'huile essentielle de camomille romaine (Anthemis nobilis) qui posséde une
coloration bleu clair due a la présence du chamazuléne.

Leur densité est le plus souvent inférieure a l'unité. Seules 3 huiles
essentielles officinales ont une densité supérieure a celle de l'eau: il s'agit des

huiles essentielles de certaines plante notamment la cannelle et le girofle.

Elles possédent wun indice de réfraction souvent élevé et ont une
capacité de pouvoir rotatoire puisque constituées, pour I'essentiel, de molécules

asymeétriques. Elles sont peu solubles dans l'eau, dégagent cependant leurs
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odeurs (eaux distilléees aromatiques), sont tres facilement altérables et sont

sensibles a I'oxydation, mais ne rancissent pas.

Le caractére odorant des huiles essentielles est lié a la volatilité des
molécules qui les composent ce qui permet de les obtenir par entrainement a la
vapeur d'eau (WILLEM, 2002).

2.2.6. Méthodes d’extractions des huiles essentielles

Différentes méthodes sont mises en ceuvre pour I'extraction des essences
végétales. En général, le choix de la méthode d’extraction dépendra de la nature
du matériel végétal a traiter (graines, feuilles, rameaux), de la nature des
composés (par exemple, les flavonoides, les huiles essentielles, les tanins), le
rendement en l'huile et la fragilité de certains constituants des huiles aux

températures élevées.

2.2.6.1 Distillation
Selon PIOCHON (2008), il existe trois différents procédés utilisant le
principe de la distillation : I'hydro distillation, I'hydro diffusion et I'entrainement a la

vapeur d’eau.

e Hydro-distillation

Il s’agit de la méthode la plus simple et, de ce fait la plus anciennement
utilisée. La matiere végétale est immergée directement dans un alambic rempli
d’eau, placé sur une source de chaleur, le tout est ensuite porté a I'ébullition. Les
vapeurs sont condensées dans un réfrigérant et 'H.E se sépare de I'hydrolysat
par simple différence de densité. L’huile essentielle étant plus Iégére que l'eau,
elle surnage au-dessus de I'hydrolysat (figure 2.2).

En effet, un chauffage prolongé et trop puissant engendre la dégradation

de certaines molécules aromatiques (LUCCHESI, 2005).
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Figure 2.2 : Principe de la technique d’hydro distillation (Distillation simple)
(LUCCHESI, 2005).

1- Chauffe ballon 5- Entrée et sortie d’eau

2- Ballon 6- Erlenmeyer

3- Thermomeétre 7- Matiére a extraire I'essence
4- Réfrigérant 8- La couche d’huile essentielle

e Distillation par entrainement a la vapeur d’eau
Dans ce type de distillation, le matériel végétal n’est pas macéré
directement dans I'eau. Il est placé sur une grille perforée au travers de laquelle
passe la vapeur d’eau. La vapeur endommage la structure des cellules végétales
et libere ainsi les molécules volatiles qui sont ensuite entrainées vers le
réfrigérant.
Cette méthode apporte une amélioration de la qualité de I'H.E en

minimisant les altérations hydrolytiques.

e Hydro diffusion

Cette technique est relativement récente. Elle consiste a faire passer du
haut vers le bas, et a pression réduite la vapeur d’eau au travers la matiere
végétale. L'avantage de cette méthode est d’étre plus rapide et n’altére pas les

composeés volatils.
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2.2.6.2. L'extraction a froid

Elle constitue le plus simple des procédés, mais ne s’applique qu’aux
agrumes dont I'écorce des fruits comporte des poches sécrétrices d’essences. Ce
procédé consiste a broyer, a l'aide de presses, les zestes frais pour détruire les
poches afin de libérer 'essence.

Le produit ainsi obtenu est appelé essence, car il n'‘a subi aucune
modification chimique (ROUX, 2008).

2.2.6.3. Extraction assistée par micro-ondes

Cette nouvelle technique combine I'utilisation des micro-ondes et d’autres
méthodes traditionnelles. Dans ce procedé, la matiere végétale est chauffée par
micro-ondes dans une enceinte close dans laquelle la pression est réduite de

maniere séquentielle.

Les composés volatils sont entrainés par la vapeur d’eau formée a partir de
'eau propre a la plante. lls sont ensuite récupérés a l'aide des procédés

classiques condensation, refroidissement et décantation.

Des études montrent que cette technique possede plusieurs avantages tels
que le gain de temps d’extraction, utilisation de petites quantités de solvant et un
rendement d’extraction élevé (HEMWIMON et al., 2007).

2.2.6.4. Extraction par les solvants et les graisses

Il s’agit d’extrait de plantes obtenu au moyen de solvants non aqueux
(hexane et éther de pétrole), mais aussi de graisses, des huiles (absorption des
composeés volatils lipophiles par les corps gras).

Ces solvants ont un pouvoir d’extraction plus élevé que I'eau, si bien que
les extraits ne contiennent pas uniquement des composés volatils mais également
des composés non volatils tels que des cires, des pigments et des acides gras, un

lavage a I'éthanol permet I'élimination de ces composés.

Aprés distillation de l'alcool, le produit obtenu est appelé « absolu », et sa
composition se rapproche de celle d’une huile essentielle. L’extraction a l'aide de
solvants organiques pose le probleme de toxicité et de solvants résiduels

(HERNANDEZ-OCHOA, 2005)
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2.2.7. Ultilisation des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont de plus en plus reconnues et utilisées pour
leurs bienfaits sur le bien-étre et la santé.

2.5.7.1. Propriétés odorantes

Les huiles essentielles sont employées dans le secteur de la cosmétique,
notamment pour la fabrication des parfums; dans les compositions parfumantes
des détergents (BESOMBES, 2008).

2.2.7.2. Pour leurs propriétés médicinales

L’utilisation historique des plantes en raison de leurs propriétés
thérapeutigues, a avec les avancées techniques et scientifiques, mené a
I'isolation de principes actifs. La phytothérapie est la médecine par les plantes,
utilisées en partie ou en totalité, sous différentes formes (teintures meres, extraits
fluides ou secs, poudres, infusions et décoction). L’aromathérapie n’utilise que les
principes actifs d’'une partie de la plante, ou ils sont extrémement concentrés
(BESOMBES, 2008).

2.2.8. Toxicité des huiles essentielles

Les Huiles essentielles ne sont pas des produits qui peuvent étre utilisées
sans risque. Certaines Huiles essentielles sont dangereuses lorsqu’elles sont
appliquées sur la peau, en raison de leur pouvoir irritant (les huiles riches en
thymol ou en carvacrol), allergéne (huiles riches en Cinnamaldéhyde) ou photo-
toxique (huiles de citrus contenant des furacoumarines).

D’autres HE ont un effet neurotoxique (les cétones comme l'a-thujone sont

toxiques pour les tissus nerveux) (GUBA, 2001).

2.2.9. Méthodes de caractérisation des huiles essentielles

La détermination de la composition chimiqgue des HE est une étape
importante malgré le développement des méthodes de séparation et
d’identification. Elle demeure une opération délicate nécessitant la mise en ceuvre

de diverses techniques.
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2.2.9.1. Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

La CPG est une méthode d’analyse par séparation qui s’applique aux
composeés gazeux ou susceptibles d’étre vaporisés par chauffage sans
décomposition. Les progres technologiques réalisés dans le domaine des
colonnes capillaires, des phases stationnaires et des détecteurs ont contribué a

rendre la CPG incontournable pour la caractérisation des huiles essentielles.

Cette technique permet de séparer un meélange gazeux complexe par
succession continue d’équilibre entre phase mobile gazeuse et phase stationnaire
(BESOMBES, 2008).

Le développement des phases stationnaires et de la CPG
multidimensionnelle a permis de surmonter certaines difficultés rencontrées dans

la séparation et I'identification des composés dans les huiles essentielles.

Ainsi, la CPG bidimensionnelles (CPG/CPG), mettant en ligne deux
colonnes capillaires, permet la séparation, I'identification et la quantification de
composés minoritaires pouvant co-combiner avec les composés plus abondants.
L’échantillon est injecté dans la premiére colonne, puis les composés sont
transférés dans une deuxiéme colonne pour étre séparés (PAOLINI, 2005).

2.2.9.2. Spectrométrie de masse (SM)

Le spectrométre de masse permet lidentification et la quantification des
composés. Il existe de nombreux types de spectrometres de masse; renfermant
une source, un analyseur et un détecteur. La source est la partie du spectrometre

de masse ou sont produits des ions gazeux a partir des molécules introduites.

Dans le spectrométre de masse, les ions sont séparés selon leur ration
« masse/charge », a l'aide d’'un champ magnétique ou électrique (BESOMBES,
2008). Le faisceau d’ions ayant traversé l'analyseur de masse est détecté et

transformé en un signal utilisable.

2.2.9.3. Couplage CPG/SM

Le couplage chromatographie en phase gazeuse et spectrométrie de

masse est aujourd’hui une des techniques les plus utilisées de la chimie

analytique. L’association des deux techniques fournit un instrument d’analyse
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particulierement plus performant. La principale difficulté rencontrée lors de ce

couplage est due a la grande différence de pression.

En effet, la spectrométrie de masse requiert un niveau de pression tres bas,
alors que la chromatographie en phase gazeuse se déroule a un niveau de
pression plus élevé. Ainsi le couplage CPG/SM en mode impact électronique
(SM - IE) est la technique la plus utlisée dans le domaine des HE
(CAVALLI, 2002)

2.2.10. Activité antimicrobienne

De nombreux auteurs ont rapporté que les extraits d’herbes ont des
composés chimiques capables d’avoir une activité antimicrobienne [DORANTES
et al.(2000) ; DJENANE et al. (2006) ; KUDA et al.,(2004) ; BOUSBIA (2004)]. Les
constituants des Huiles essentielles sont actifs contre une large gamme de

bactéries, levures et champignons.

2.2.10.1. Activité antibactérienne

Les Huiles essentielles les plus étudiées pour leurs propriétés
antibactériennes appartiennent a la famille des Labiatae (origan, thym, sauge,
romarin et clou de girofle) qui sont dse plantes aromatiques a huiles essentielles
riches en composeés phénoliques comme I'eugénol, le thymol et le carvacrol.

Ces composés ont un effet antimicrobien contre un large spectre de
bactéries : E.Coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Listeria

monocytogenes, Clostridium spp, Helicobacter pylori (PAULI, 2001).

2.2.10.2. Activité antifongiqgue

Le pouvoir antifongique des HE des plantes aromatiques, contre les
moisissures allergisantes, a été mis en évidence par de nombreux auteurs
[DE BILLERBECK et al.,(2002) ; KOBA et al. (2004) ; OUSSOU et al. (2004) ;
OURAINI et al. (2005)].

TEIXEIRADUARTE (2005), a rapporté un effet antifongiqgue contre les
dermaphytes et les champignons pathogenes et opportunistes tels que Candida

albicans (levure), Cryptococcus neoformans et aspergillus fumigatus.

18



Des travaux similaires ont été réalisés par MOMAMMEDI (2006) sur I'huile
essentielle de Cistus ladaniferus contre sept moisissures : Rhizopus, Mucor,

Alternaria, Fusarium, Penicillium, Trichoderma et Aspergillus.

OMIDBEYGI et al. (2007), ont démontré que les HE de thym, de la sarriette
et du clou de girofle présentent une activité antifongique « in vitro » contre
Aspergillus flavus.

Les Huiles essentielles d’Eucalyptus saligna et d’Eucalyptus camalduiensis
ont montré un effet fongistatigue vis-a-vis de Phaeoramularia angolensis
(JASET-DONGMO et al., 2008).

2.2.10.3. Mécanismes d’action antimicrobienne

Les mécanismes par lesquels les HE exercent leur activité antibactérienne
sont mal connus. Du fait de la complexité de leur composition chimique.
DORMAN et DEANS (2000), soulignent qu’il est difficile de donner une idée
précise sur le mode daction des HE. Il est probable que leur activité
antibactérienne ne soit pas attribuable & un mécanisme unique, mais a plusieurs

sites d’action au niveau cellulaire.

BURT (2004), a annoncé que la caractéristique importante des HE est
attribuée a I'’hydrophobicité de certains de ces composants qui leur permet de
traverser facilement la couche phospholipidique de la membrane cellulaire en
altérant sa perméabilité et entrainant des pertes anormales d’ions, voire méme

des macromolécules.

2.2.11. Activité anti-oxydante

On désigne par antioxydant toute substance qui, lorsqu’elle est présente en
faible concentration comparée a celle du substrat oxydable, retarde ou prévient de
maniére significative I'oxydation de ce substrat (DIALLO, 2005).

Du fait de leur instabilité énergétique, les radicaux libres ont tendance a
revenir immeédiatement a un état stable en donnant un électron ou en prenant un a
une autre molécule : ils peuvent donc étre réducteurs ou oxydants.

En jouant le réle d’accepteur ou donneur d’électrons, les radicaux libres ont
donc la propriété d’étre extrémement réactifs vis-a-vis des autres molécules,
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possédant un temps de demi-vie extrémement court (de la nano- a la
milliseconde) (KOECHLIN-RAMONATXO, 2006). De méme que, tous les oxydants
ne sont pas des radicaux libres (DIALLO, 2005).

2.2.11.1. Robles des radicaux libres

Le paradoxe des radicaux libres en biologie est qu’ils constituent des especes
extrémement dangereuses, susceptibles d'engendrer un nombre considérable de
maladies, tout en étant des especes indispensables a la vie. lls remplissent en

effet de trés nombreuses fonctions utiles qui a part la phagocytose, ont été

découvertes récemment.

Les radicaux libres participent au fonctionnement de certaines enzymes, a
la transduction de signaux cellulaires, a la défense immunitaire contre les agents
pathogenes, a la destruction par apoptose des cellules tumorales, a la régulation
de la dilatation capillaire,au fonctionnement de certains neurones et notamment
ceux de la mémoire, a la fécondation de l'ovule, a la régulation des genes
(FAVIER, 2003), a la production énergétique, au reglement de la croissance des
cellules et a la signalisation intracellulaire (ARDESTANI et YAZDANPARAST,
2007).

2.2.11.3. Pouvoir antioxydant des huiles essentielles

Les HE constituant une source potentielle de molécules naturelles
bioactives, font I'objet de nombreuses études concernant leurs éventuelles
utilisations en tant qu’antioxydants (FERNADEZ et CHEMAT, 2012). Les relations
entre le pouvoir oxydant et les antioxydants sont tres souvent expliquées d'une
facon trés simple. Les espéces réactives de l'oxygéne réagissent ensemble en
tant qu'une entité fonctionnelle produisant des composés de destruction tels que
les produits secondaires de peroxydation de lipide. Cependant, il y a beaucoup de
différentes especes réactives de I'oxygene qui ont des réles distincts et essentiels

en physiologie normale et exigé pour un grand choix de processus normaux.
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2.3. Métabolites secondaires des plantes médicinales

La plante est le siege d’une intense activité métabolique aboutissant a la
synthese de principes actifs les plus divers. Ce processus métabolique est lié aux
conditions mémes de vie de la plante : la plante doit faire face a de multiples
agressions de I'environnement dans lequel elle vit. Elle combat les prédateurs et
les divers microorganismes pathogenes. On concgoit donc que la plante puisse
développer un métabolisme particulier lui permettant de synthétiser les
substances les plus diverses pour se défendre notamment les métabolites
secondaires (KANSOLE, 2009).

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes
synthétisées par les plantes autotrophes (BOUDJOUREF, 2011). lls sont
caractérisés généralement par de faible concentration dans les tissus végétaux
(NEWMAN et CRAGG, 2012). Bio-synthétisés a partir de métabolites primaires et
jouent un role majeur dans les interactions de la plante avec son environnement,
contribuant ainsi a la survie de I'organisme dans son écosysteme (PEEKING et
al.,1987).

2.4. Extraits des plantes médicinales

Selon la Pharmacopée européenne (2002), les extraits sont des
préparations liquides (extraits fluides et teintures), de consistance semi-solide
(extraits mous ou fermes) ou solide (extraits secs), obtenues a partir de drogues
végétales généralement a |'état sec. Les extraits titrés sont ajustés au moyen
d'une substance inerte ou en mélangeant des lots d'extraits, avec une tolérance
acceptable a une teneur donnée en constituants ayant une activité thérapeutique

connue.

Selon HOSTTMANN (1997), les extraits des plantes médicinales peuvent

étre utilisés sous plusieurs formes.
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2.4.1. Extraits agueux

a. Les tisanes : regroupent les infusions et les décoctions.

e L’infusion est utilisée pour les parties les plus fragiles de la plante : les
pétales, les jeunes feuilles trés fines. Elle consiste a verser de l'eau
chaude ou bouillante sur les plantes seches (NOGARET- EHRHART,2003).

e La décoction convient aux parties ligneuses de la plante comme les tiges,
les racines et I'écorce. Il s’agit ici de plonger les parties de plante séche a
froid dans de I'eau et de porter le tout a ébullition (POTEL, 2002).

b. La macération s’opéere a froid plutdt pour des plantes a gommes et a
mucilages. Laisser tremper les plantes séches ou fraiches dans l'eau le
temps de macération peut aller jusqu'a 3 semaines. Grace a ces
techniques, les principes actifs hydrosolubles sont extraits, une filtration

sera nécessaire avant la consommation (BERTRAND, 2010)

2.4.2. Extrait par solvant éthanoliques ou hydroalcooligues :

L'extraction est réalisé par un solvant approprié (généralement de I'éthanol,
méthanol) a partir d'un ou plusieurs lots de drogues, qui peuvent avoir subi
préalablement différents traitements comme [l'inactivation des enzymes présents,
un broyage ou encore un dégraissage (WICHTLET et ANTON, 2003).

2.5. Groupes des principes actifs

2.5.1. Huiles essentielles

Une huile essentielle est un liquide concentré en substances végétales,

obtenu par extraction ou distillation de molécules volatiles de la plante d’origine.

On retrouve majoritairement de terpénoides et des molécules aromatiques,
ils possedent un caractére volatil offrant a la plante une odeur caractéristique et
on les trouve dans les organes sécréteurs (ISERIN et al., 2001). Elles ont des
proprietés et des modes d’utilisation particuliers et ont donné naissance d'une
branche nouvelle de la phytothérapie : 'aromathérapie (SANON et al., 2002).
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2.5.2. Polyphénols

Les polyphénols ou composés phénoligues sont des métabolites
secondaires présents chez toutes les plantes vasculaires. lls constituent un des
groupes le plus nombreux et largement distribué des substances dans le royaume
des végétaux (LUGASI et al., 2003).

Les fonctions principales attribuées a ces composeés chez les végétaux sont
la protection contre les pathogénes et les herbivores ainsi que la limitation des
dommages dus aux radiations UV. Dans ce cas, ils agissent par effet d'écran et
par effet antioxydant (LEBHAM, 2005).

2.5.3. Acides phénoligues

Les phénols ou les acides phénoliques sont des petites molécules constituées
d'un noyau benzénique et au moins d'un groupe hydroxyle, elles peuvent étre
estérifiees, éthérifiées et liées a des sucres sous forme d'hétérosides (WICHTL et
ANTON, 2009).

Les phénols possedent des activités anti-inflammatoires, antiseptiques et
analgésiques (médicament d'aspirine dérivée de l'acide salicyligue) (ISERIN et
al.,2001).

2.5.4. Flavonoides

Les flavonoides sont des pigments quasi universels des végétaux, ils
peuvent étre considérés parmi les agents responsables des couleurs de plante a
c6té des chlorophylles et des caroténoides (WICHTL et ANTON, 2009). Ills se sont
révéelés étre des substances antimicrobiennes actives in vitro contre un large
spectre de microorganismes. Cette activité serait due a leur capacité a former un
complexe avec les protéines extracellulaires solubles et a la paroi bactérienne
(COWAN, 1999). lls sont aussi connus pour leur activité anti-oxydante
(BRENETON, 1999).
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2.5.5. Tanins

Le terme tanin provient d'une pratique ancienne qui utilisait des extraits de
plantes pour tanner les peaux d'animaux. On distingue les tanins condensés ou

non hydrolysables et ceux qui sont hydrolysables (HOPKINS, 2003).

Les plantes riches en tanins sont utilisées pour soigner 'eczéma et les
brilures. Elles facilitent ainsi le transit intestinal et ont donc un effet anti
diarrhéique ; ils sont vasoconstricteurs et limitent la perte en fluides. Certains

aussi sont des antioxydants (ISERIN et al.,2001) .
2.5.6. Alcaloides

Ce sont des substances organiques azotées d'origine vegétale, de
caractére alcalin et de structure complexe, on les trouve dans plusieurs familles
des plantes. Elles sont pour la plupart solubles dans I'eau et a I'alcool et ont un
goUt amer et certaines sont fortement toxiques (WICHTL et ANTON, 2009).

2.5.7. Coumarines :

Les coumarines sont parmi les composés phénoliques les plus connus.
Elles sont capables de prévenir la peroxydation des lipides membranaires et de
capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxydes. Les coumarines sont
connues par leurs activités cytotoxiques, antivirales, immunostimulantes,
tranquillisantes, vasodilatatrices, anticoagulantes (au niveau du coeur),
hypotensives. Elles sont également bénéfigues en cas d’affections cutanées
(GONZALEZ et ESTEVEZ-BRAUN, 1997).

2.5.8. Quinones :

Ce sont des substances colorées et brillantes, en général rouges, jaunes ou
orangeS et possédant deux fonctions cétones. On trouve les quinones dans les
végétaux, les champignons et les bactéries. Les organismes animaux contiennent
egalement des quinones, comme par exemple la vitamine K, qui est impliquée
dans la coagulation du sang. Les quinones sont utilisées dans les colorants, dans
les médicaments et dans les fongicides, ils possédent un potentiel antimicrobien
élevé (KANSOLE, 2009).
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CHAPITRE Il

MATERIEL ET METHODES

3.1. Matériel végétal

Le matériel végétal ayant fait 'objet de notre étude est composé des
rameaux de sommités de romarin : Rosmarinus officinalis L. spontané, récolté
dans trois régions différentes : M’sila, Djelfa, et Blida durant les campagnes
2012/2013, 2013/2014, 2014/2015, 2015/2016 (figure 3.3).

Figure 3.3: Matériel végétal utilisé : Rosmarinus officinalis L

3.1.1 Présentation des régions d'étude

Les régions arides, semi-arides et humides subissent d’'une part les
pressions dues a l'action de 'lhomme et d’autre part celle du climat. Ces milieux
sont des écosystemes complexes et tres productifs, ils forment des réservoirs
précieux de diversité biologique.

Afin d’étudier l'influence du facteur région sur les parametres étudiés, nous
avons choisi trois zones d’étude appartenant a différents étages bioclimatiques
(figure 3.4).
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Figure 3.4 : Situation géographique des zones d’étude.

3.1.1.1. Réqgion de M’sila
La wilaya agro-pastorale se situe entre le Tell et le Sahara. Elle a une

superficie de 18175 kmz et constitue avec Batna la grande plaine du Hodna
(figure3.5).

Boussaada

Figure 3.5 : Carte géographique de la région de M’sila
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Sa morphologie et sa position géographique lui conférent un aspect
écologique unifié, représenté par la prédominance de la steppe qui couvre
1.200.000 ha (soit 63 % de la superficie totale) de la wilaya (SENNI, 2015).

3.1.1.2. Réqgion de Djelfa

La wilaya de Djelfa fait partie de la région des hauts plateaux, elle se situe

dans la partie centrale de I'Algérie, comprise entre 2°et 5°de longitude Est et entre
33 ° et 35° de latitude Nord (Figure 3.6).
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Figure 3.6 : Carte géographique de la région de Djelfa

Elle s’étend sur une superficie totale de 32.280,41 Km? elle est caractérisée
par le point culminant qui se situe a I'Est de la wilaya avec une altitude de 1613 m

et le point le plus bas, a I'extréme sud, avec une altitude de 150 m (SENNI, 2015).
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3.1.1.3. Réqion de Blida

La wilaya de Blida se situe au nord de I'Algérie. Elle comporte principalement
une importante plaine : la Mitidja, zone agricole riche ; et d’'une chaine de
montagnes au Sud : I'’Atlas Blidien, qui constitue une partie de centrale de I'atlas
Tellien (figure 3.7)

Bougara

Ha mimam
Melouane

Sidi El Kebir

Figure 3.7 : Carte géographiqgue de la région de Blida

La pluviométrie est généralement plus importante dans I'Atlas que dans la

plaine. Les précipitations atteignent leur apogée en décembre, janvier et février.

3.1.2. Climat et bioclimat des zones d’études

Le climat est un facteur essentiel de I'évolution des espeéces, il intervient
dans leur apparition et succession ainsi que dans la répartition des grandes
formations végétales a travers le monde. L’analyse du contexte climatique est la
premiére étape a toute étude écologique, c’est un facteur déterminant qui se place
en amont de toute étude relative au fonctionnement des écosystemes. Il joue un
réle prépondérant dans la distribution spatiale des espéces animales et végétales
(DREUX, 1980).
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Les zones d’étude jouissent d’un climat du type méditerranéen. Les
syntheses climatiques les plus utilisées dans ce type de climat sont le diagramme
ombrothermique de BAGNAULS et GAUSSEN (1957), et le climagramme
dEMBERGER (1955).

Selon BAGNOULS et GAUSSEN (1957), la sécheresse s’établit lorsque pour
un mois donné les précipitations mensuelles exprimées en mm sont inférieures ou
égal au double le la température moyenne mensuelle exprimée en degré
Celsius (°C) : P < 2T.

Gaussen (1968), estime que si la période délimité par les deux courbes est

en été, le climat est de type méditerranéen.

3.1.2.1. Région de M’sila

L’examen du diagramme ombrothermique de la décennie 2005/2015 de la
région de M’sila révele I'existence d’une période séche qui s’étale durant toute

'année (figure 3.8).
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Figure 3.8 : Diagramme Ombrothermique (2005/2015) de M’sila
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Dans la région de M’sila, les précipitations varient de 25 a 7 mm, entre le
plus humide et le plus sec des mois. Entre la température la plus basse et la plus
élevée de l'année, la différence est de 22°C. Juillet et Aout sont les mois les plus
chauds de I'année. Le mois le plus froid de 'année est celui de Janvier avec une

température moyenne de 9°C.

3.1.2.2. Réqgion de Djelfa

L’analyse du diagramme ombrothermique de la décennie 2005/2015 de la
région de Dijelfa permet de visualiser une période séche qui s’étend de la
deuxiéeme quinzaine de mois de Mai jusqu'a la premiére quinzaine du mois
d’Octobre (figure 3.9).
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Figure 3.9 : Diagramme Ombrothermique (2005/2015) de Djelfa

Les précipitations varient de 33 & 7 mm, entre le plus humide et le plus sec
des mois. Entre la température la plus basse et la plus élevée de I'année, la
différence est de 20°C. Juillet et Aout sont les mois les plus chauds de I'année. Le
mois le plus froid de I'année est celui de Janvier avec une température moyenne
de 4°C.
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3.1.2.3. Région de Blida

L’examen du diagramme ombrothermique de la décennie 2005/2015 de la
région de Blida révéle I'existence de deux périodes (séche et humide). La période
séche s'étale du mois de mai jusqua la 1°¢ quinzaine du mois de
Septembre.(figure 3.10)
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Figure 3.10 : Diagramme Ombrothermique (1985/2015) de Blida

Les précipitations varient de 111 a 1.5 mm, entre le plus humide et le plus
sec des mois. Entre la température la plus basse et la plus élevée de I'année, la
différence est de 17.5°C. Juillet et Aout sont les mois les plus chauds de I'année.
Le mois le plus froid de l'année est celui de Janvier avec une température

moyenne de 10°C.

3.1.2.4. Climagramme d’Emberger des trois régions

Emberger a élaboré un quotient climatique (Q2), celui-ci comporte les
éléments du climat qui sont prépondérants pour la végétation (températures et

précipitations).

Q2 : quotient pluviométrique
P : pluviosité moyenne annuelle en mm
: moyenne des maximas
Q2 =343+ M —m m  :moyenne des minimas
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EMBERGER (1955), a considéré que le quotient était insuffisant pour faire
ressortir 'action des températures, il a donc combiné le Q2 et la moyenne des

températures minimales du mois le plus froid (m) sur un climagramme.

Le tableau 3.2 résume les résultats des trois régions et les paramétres

permettant de déterminer I'étage bioclimatique des zones d’étude.

Tableau 3.2: Etages bioclimatiques des régions d’étude.

Régions M (°C) | m (°C) | P(mm) Q2 Bioclimat
Msila 39.35 3.76 175.4 16.90 Aride tempéré
Djelfa 3291 0.62 | 333.99 | 3547 Semi-aride frais
Blida 34.65 4.64 | 704,08 | 80.47 Subhumide tempéré

Le Climlagramme d’Emberger a permis de déterminer I'étage bioclimatique
des 3 régions d’étude (M’sila, Djelfa et Blida) (figure 3.11).

Le climagramme précise que :

e La région de M'’sila appartient a I'étage aride a hiver tempéré. Il est
caractérisé par la sécheresse, d’'ou on enregistre un nombre de mois secs
important d0 a une faible pluviosité. Ce climat se caractérise par une action forte
de vent et une forte évaporation.

e La région de Djelfa appartient a I'étage semi-aride a hiver frais. C’est un
étage typique de I'Afrique du Nord, caractérisé par une légére augmentation de
précipitation et une diminution de température qui induit une diminution
d’évaporation.

e La région de Blida appartient a I'étage bioclimatique subhumide a hiver
tempéré appelé aussi climat méditerranéen moyen. Il est généralement localisé au

nord du pays et se caractérise d’'une pluviosité plus ou moins élevée.
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3.1.2. Echantillonnage

La méthode d'échantillonnage adoptée dans notre travail est un
échantillonnage aléatoire. Il consiste a récolter le matériel végétal sur des
individus prélevés au hasard. Les arbustes retenus pour la récolte doivent étre
homogenes et présentant un bon état végétatif et se situent en dehors des
bordures de routes.

La plante a été identifiee au niveau du laboratoire de botanique du
département de biotechnologie de I'Université de Blida1l en comparaison avec

celle décrite par Quezel et Santa (1962).
Pour garantir l'intégrité des échantillons, il faut :

— éviter de cuelllir les échantillons par temps humide,

— garder les échantillons dans un endroit sec et frais,

— éviter toute source de contamination et veiller & ce que les échantillons
soient séches,

— les échantillons ne doivent jamais étre séchés au four, car les températures

élevées peuvent influer sur les résultats de I'analyse.

3.1.3. Préparation du matériel végétal

Une partie de la matiere végétale cueillie, a été utilisée pour I'analyse a
I'état frais (dosage des parametres physiologiques et biochimiques). Une autre
partie a été séchée a l'air libre, a 'ombre jusqu’a la dessiccation compléte (7 jours)
(AYADI et al., 2011). Nous avons séparé les feuilles des rameaux et nous les
avons conservé dans des sacs en papier kraft afin de les utiliser pour I'extraction

de I'huile essentielle et pour la préparation de I'extrait méthanolique (figure 3.12).
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Figure 3.12: Lot de feuilles séchées de R. Officinalis.

3.2. Etude de l'effet de la région

Nous avons étudié linfluence du facteur région sur les différents
parameétres retenus. Le matériel végétal du romarin (Rosmarinus officinalis L.)
provient de trois régions appartenant a des climats différents humide, semi-aride
et aride qui sont :

— Blida (localité Sidi El Kebir)
— Djelfa (localité Ain Ossara)

— Mrsila (localité Boussaada)

Le travail porte sur I'étude des différents paramétres physiologiques et
biochimiques du R. officinalis L. et I'évaluation de I'activité antimicrobienne de son
huile essentielle et extrait méthanolique.

3.2.1. Extraction de I'huile essentielle de R. officinalis L.

Nous avons opté pour l'extraction des huiles essentielles la
technique de I'hydro-distillation, c’est La méthode la plus utilisée car elle est
simple d’application et I'eau utilisée comme solvant capte les produits les plus
subtiles et les plus fragiles élaborés par le végétal. Ce procédé n’altere pas la
qualité et la composition chimique de I'HE, il est intéressant car les températures

et la pression pendant la manipulation sont maitrisées (PONCE et al., 2003).
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3.2.1.1. Dispositif d’extraction

L’appareil utilisé pour I'hydrodistillation est de type Clevenger, il est
constitué d’'un chauffe ballon qui permet la distribution homogene de la chaleur, un
ballon en verre pyrex ou l'on place le mélange des feuilles séchées et I'eau
distillée, une colonne de condensation de la vapeur (réfrigérant) qui vient de
I'échauffement du ballon et un collecteur en verre pyrex qui recoit les extraits de la
distillation (figure 3.13).

Figure 3.13 : Appareillage utilisé : type Clevenger.

3.2.1.2. Principe
Il consiste a immerger directement 100 g du matériel végétal a traiter dans

un ballon (alambic) de 1 litre, rempli d’environ 700 ml d’eau distillée, qui est
ensuite porté a ébullition pendant 3 heures. Les vapeurs hétérogénes formées
dans le serpentin sont condensées sur une surface froide qui est celle du
réfrigérant, ainsi la séparation eau- essence s’effectue par une simple différence

de densité.
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L’huile récupérée est déshydratée par le sulfate de sodium (Na2S0a) et elle

est conservée a5 + 1°C.

3.2.2. Préparation de I'extrait méthanolique

Les feuilles seches de romarin ont été broyées et conservées dans des
flacons en verre, hermétiquement fermés, a basse température.

Une prise de 10g de la poudre végétale a été mise a macérer dans 100 ml
de méthanol sous agitation pendant 24 heures a une température 25 + 2°C.

L’extrait obtenu a été filtré et évaporé a sec sous pression réduite a
50 + 5°C au rotavapor. Le résidu sec est repris par 3 ml du méthanol et conservé
a une température de 4 + 1°C jusqu’a son utilisation (FALLEH et al., 2008).

3.2.3. Etude des paramétres physiologiques et biochimigues

Le matériel végétal (romarin) ayant fait I'objet de cette étude est récolté
durant le printemps de la campagne 2013/2014.

L’activité physiologique et biochimique d’'une plante soumise a un stress
(salin ou hydrique) se caractérise par une diminution de 'activité photosynthétique
et une accumulation des sucres et de la proline (osmorégulateurs), pour cela nous

avons réalisé certains dosages.

3.2.3.1. Dosage de la chlorophylle

Le dosage de la chlorophylle est réalisé selon la méthode de FRANCIS
(1970), qui consiste en une macération de 100 mg de feuilles dans 10 ml d’'un
mélangé de I'acétone a 80% et de I'éthanol a 40% (75% et 25% de volume). Les
feuilles sont fragmentées et mises dans des tubes a essai fermés et couverts par
du papier aluminium (pour éviter 'oxydation de la chlorophylle par la lumiére). Les
tubes sont mis au repos pendant 48 heures.

On procede ensuite a la lecture des densités optiques des solutions a l'aide
d’'un spectrophotometre, a deux longueurs d'ondes : 645 nm pour la
chlorophylle(a) et 663 nm pour la chlorophylle (b).

La détermination des teneurs en chlorophylles se réalise selon les formules

suivantes :
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Chl(a)(mg/g MF) = 12,6 x Do 663 — 2,59 X Do 645 X V/(1000 x W)
Chl(b)(mg/gMF) = 22,9 x Do 645 — 4,68 X Do 663X V/(1000 x W)

V: Volume de la solution extraite W : Poids de la matiére fraiche de I’échantillon.

3.2.3.2. Dosage des sucres solubles

Nous avons procédé au dosage des sucres solubles dans les feuilles du
romarin selon la méthode de DUBOIS et al., (1956).

Elle consiste a prendre 100 mg de matiére végétale fraiche dans des tubes
a essai auxquels on ajoute 2 ml d’éthanol a 80 %, et on laisse les tubes fermés au
repos pendant 48 heures. Faire évaporer l'alcool en mettant les tubes a essai
dans un bain-Marie a 70°C. Aprés refroidissement, on ajoute 20 ml d’eau distillée
dans chaque tube a essai. Prendre 1ml de la solution et ajouter 1 ml de phénol a
5% et bien agiter. Ajouter 5 ml d’acide sulfurique concentré dans chaque tube a
essai puis les passer au vortex. Laisser au repos pendant 10 minutes puis les
passer au bain Marie pendant 15 minutes a 30 = 2°C. Procéder a la lecture au
spectrophotometre a la longueur d’'onde de 490nm,

La détermination de la teneur des sucres solubles est réalisée selon la

formule :

Sucres solubles(ug/gMF) = Do 490 x1,657

3.2.3.3. Dosage de la proline

La proline est dosée selon la technique utilisée par TROLL et LINDSELEY
simplifiee et mise au point par DREISER et GORING, et modifiée par
MONNEVEUX et al., (1986). Le principe est la quantification de la réaction proline
ninhydrine par mesure en spectrophotometre, la proline se couple avec la
ninhydrine en formant un complexe coloré, lintensité de la coloration est

proportionnelle a la quantité de proline dans I'échantillon.

La méthode consiste a mettre 100 mg de matiére végétale fraiche dans des
tubes a essai et on ajoute 2 ml de méthanol a 40%. Les tubes couverts (pour
éviter la volatilisation de l'alcool) sont portés a I'ébullition au bain Marie a 85 + 5°C
pendant 60 minutes. Apres refroidissement, 1ml de la solution est prélevé de
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chaque tube et mis dans de nouveaux tubes auxquels nous ajoutons : 1ml d’acide

acétigue, 25 mg de ninhydrine et 1ml d’'un mélange contenant :
- 120ml d’eau distillée
- 300ml d’acide acétique
- 80 ml d’acide ortho phosphorique

On porte les tubes a essai a ébullition dans bain Marie pendant 30 minutes.
Apres refroidissement des solutions on ajoute 5ml de toluéne dans chaque tube,
aprés agitation au vortex .Deux phases se séparent apres refroidissement et
aprés déshydratation de la phase supérieure par l'ajout de 5 mg de sulfate de
sodium. Apres 48 heures, la densité optique (DO) est mesurée a 528 nm en

utilisant le spectrophotométre. La détermination de la teneur en proline est

réalisée selon la formule :

Proline(ug/g MF) = Do 528 x 0,62

3.2.4. Détermination du rendement en huiles essentielles

Le matériel végétal (R. officinalis L.) ayant fait 'objet de cette partie est
récolté durant le printemps de la campagne 2014/2015.

Selon les normes d’AFNOR (2000), le rendement en HE (Rue) est défini
comme le rapport entre la masse d’huile essentielle obtenue apres I'extraction
(MR) et la masse de la matiere végétale utilisée (Mmv). Le rendement est exprimé

en pourcentage et donné par I'expression suivante :

Mue : Masse d’HE en gramme.
Rue (%) = Mue/ Mmy Mmv : Masse de la matiére végétale utilisée en gramme.

Rre : Rendement en HE

3.2.5. Caractéristiques de I'huile essentielle de R. officinalis

L’étude des caractéristiques de I'HE du romarin a porté sur les

caractéristiques organoleptiques et les caractéristiqgues physicochimiques.
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3..2.5.1. Caractéristiques organoleptigues

L’évaluation des caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles

consiste a préciser I'aspect, 'odeur, la couleur et la saveur du produit.

3.2.5.2. Caractéristiques physico-chimiques
3.2.5.2.1. Calcul de la densité

La densité d’'une huile essentielle est définie comme étant le rapport de la

masse de I'huile essentielle sur le volume:

d: densité
d = Mue/ Vi ensité

Mue : Masse de I'Huile Essentielle (g)
Ve : Volume de I'Huile Essentielle (ml)

3.2.5.2.2. Détermination de l'indice de réfraction (Ir)

L’indice de réfraction (Ir) d’'une substance est le rapport de la vitesse de la
lumiere (a une longueur d’onde définie) dans le vide a sa vitesse dans la
substance. La mesure de lindice de réfraction d’'une huile, se fait a I'aide du

réfractometre a une température constante (AUDIGIE et al., 1983)(Annexe A).

3.2.5.2.3. Détermination de l'indice d’acide

L’indice d’acide (la) d’un corps gras est la masse d’hydroxyde de potassium

exprimée en milligramme nécessaire pour neutraliser I'acidité libre (acides gras
libres), contenue dans un gramme de corps gras (COUTOULY et al., 2006)

(Annexe A), il est donné par la formule suivante:

v: Volume (ml) de solution d’hydroxyde
Ia=5.61 v/m (m) ydroxy

de potassium utilisé.

m : Masse en gramme de la prise d’essai

3.2.5.2.4. Détermination de l'indice d’ester

L’indice d’ester d’'un corps gras est la quantité de potasse exprimée en
milligramme nécessaire pour saponifier des acides gras combinés présents dans
1g de corps gras (GAVRILOVIC et al., 1996) (Annexe A).
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L’indice d’ester est calculé par la formule suivante:

Vo: Volume (ml) de la solution d’acide chlorhydrique dans le test blanc.
le= [5.61 (Vo- V) / m] - la V : Volume (ml) de la solution d’acide chlorhydrique utilisée.
m : Masse en gramme de la prise d’essai.

Ia : Indice d’acide.

3.2.6. Identification chimique de 'huile essentielle

Actuellement, la chromatographie en phase gazeuse couplée au
spectrophotometre de masse (CG-SM) se présente comme la technique de base
dans le domaine d’analyse et d’étude de la composition chimique complexe des

huiles essentielles.

L’analyse de I'huile essentielle du romarin a été réalisée a I'Institut National
de Gendarmerie de criminologie (INGC) de Bouchaoui (Alger). Elle a été
effectuée sur un chromatographe en phase gazeuse couplé au détecteur a un

spectrophotometre de masse de type : Trace GC Ultra DSQII (Annexe B).

3.2.7. Etude de I'activité antimicrobienne du romarin

Afin d’évaluer I'activité antimicrobienne de Rosmarinus officinalis L. récolté
durant la campagne 2014/2015, cing souches bactériennes ont été utilisées. Les
souches testées sont largement rencontrées dans diverses pathologies chez
'homme (Tableau 3.3).

Ces souches bactériennes ont été fournies par le laboratoire de
microbiologie et mycologie de 'EPH de Hadjout, aprés avoir été purifiées et

identifiées.

Pour évaluer I'activité antimicrobienne de I'huile essentielle et de I'extrait
méthanolique de romarin, nous avons utilisé la méthode d’aromatogramme, c’est
une méthode de diffusion des disques sur milieu gélosé. Elle est communément
appelée aromatogramme. Le principe de la méthode est inspiré a partir du titrage
des antibiotiques (BENDJELALI et al., 1986) (figure 3.14).
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Tableau 3.3 : Généralités sur les souches bactériennes utilisées.

Souches
bactériennes
testées

Caracteres
bactério-
logiques

Habitats

Pouvoir pathogene

Staphylococcus
aureus

Gram (+)

- Les fosses nasales

- La gorge
- Le tube digestif

- Infection hospitaliére.

- Responsable des abces,
des plaies, des septicémies,
de pneumonie et de

I'intoxication alimentaire

Enterococcus
faecalis

Gram (+)

-Le tube digestif

- Infection mortelle chez
’homme.

- Inflammations chroniques
de l'intestin.

- Infection de la vessie et de

la prostate.

Bacillus cereus

Gram (+)

-Les sols et eaux

- Un contaminent des
aliments d’origine végétale
(riz, épices)

- Un contaminent des
drogues et de médicaments.

-Toxi-infection alimentaire

Escherichia coli

Gram (-)

- Le tube digestif

- Infections urinaires

- Septicémie meéningite du
nourrisson, de plaies
opératoires et gastro-
entérites.

- Douleurs abdominales et

des diarrhées sanglantes.

Pseudomonas
aeroginosa

Gram (-)

- Eau et sols humides

- Surface des

végétaux.

- Infections nosocomiales
(personnes fragilisées ou
immunodéprimées)

- Infections urinaires,

oculaires et pulmonaires.

[DELLARAS (2007), JOLI et REYNAUD (2002), HART et SHEARS (1997)]

42




3.2.7.1. Principe de 'aromatogramme

Le principe de la méthode repose sur la diffusion du composé antimicrobien
en milieu solide dans une boite de Pétri avec création d’'un gradient de
concentration aprés un certain temps de contact entre le produit et le
microorganisme ciblé. L’effet du produit antimicrobien sur la cible est apprécié par
la mesure d’'une zone d’inhibition, et en fonction du diamétre d’inhibition, la souche
sera qualifiee de sensible, tres sensible, extrémement sensible ou résistante
(figure 3.14)..

Disque mmprégne Croissance
d'HE microbienne

>

Zone dinhibition

Figure 3.14 : Principe de la méthode de I'aromatogramme

3.2.7.2. Préparation des suspensions microbiennes (I'inoculum)

A partir d'une culture pure des bactéries a tester sur milieu d'isolement, on
racle par une anse de platine, quelques colonies bien isolées et parfaitement
identiques. Décharger I'anse dans 5 ml d'eau physiologique stérile, homogénéiser
la suspension bactérienne. L'ensemencement doit se faire en moins en quelques
minutes apres la préparation de linoculum (DJELLOUL DAOUADJI, 2010)
(Annexe B).

3.2.7.3. Préparation de milieu de culture

Le milieu de culture utilisé, Mueller Hinton (M.H), est stérilisé a l'autoclave
pendant 15 minutes a 121 + 5°C. Les milieux de culture sont coulés
aseptiguement dans les boites de Pétri a 4 mm de hauteur et on laisse refroidir et
solidifier (HARRAR, 2012) (Annexe B).

3.2.7.4. Ensemencement

Il se fait dans un milieu stérile en présence de bec benzen. Tremper un
écouvillon stérile dans la suspension bactérienne, l'essorer en le pressant

fermement, en tournant sur la paroi interne du tube, afin de le décharger au
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maximum. Frotter I'écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, seche, de haut
en bas. Répéter l'opération deux fois, en tournant la boite de Pétrie de 60° a
chaque fois, sans oublier de faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme. Finir

I'ensemencement en passant I'écouvillon sur la périphérie de la gélose.

3.2.7.5. Préparation des disques

Pour mettre en évidence le pouvoir antimicrobien de I'HE du romarin, nous
avons utilisé des disques de 6 mm de diameétre, préparés avec du papier
Whatman n°1. Les disques doivent posséder un contour régulier pour donner une
zone d'inhibition que l'on peut mesurer facilement. Ces disques sont stérilisés
dans un autoclave pendant 20 minutes a 120 + 5°C. lIs sont ensuite disposés sur
la surface de la gélose a l'aide d'une pince stérilisée au bec bunzen. A l'aide d'une

micropipette on imbibe chaque disque par 20 pl (Annexe B).

3.4.7.6. Incubation et lecture

Les boites de Pétri sont fermées et incubées a température ambiante
pendant 20 minutes, ensuite mises dans une étuve a 37 °C pendant 24 heures.

La lecture se fait par la mesure du diametre de la zone d’inhibition autour
de chaque disque a I'aide d’un pied coulisse en mm.

Les résultats sont exprimés par le diametre de la zone d’inhibition et
peuvent étre symbolisés par des signes d’aprés la sensibilité des souches vis-a-
vis des huiles essentielles (PONCE et al., 2003) (tableau 3.4).

Tableau 3.4 : Sensibilité des souches microbiennes en fonction des zones

d’inhibition.
Sensibilité Zone d’inhibition
Non sensible ou résistante (-) diamétre < 8mm
Sensible (+) diameétre compris entre 9 a 14 mm
Trés sensible (++) diameétre compris entre 15 a 19 mm
Extrémement sensible (+++) diamétre > 20 mm

(PONCE et al., 2003)

Le diamétre des zones d’inhibition (ZI), nous permet d’estimer la résistance

ou la sensibilité des différentes souches bactériennes testées.
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3.3. Etude de l'effet de la saison sur I'écotype de Blida

Ayant enregistré un rendement élevé en huiles essentielles dans la localité
de Sidi El Kebir ( Blida) comparé aux deux autres régions (M’sila et Djelfa), nous
avons jugé utile de suivre I'évolution de cette HE durant toute les campagnes
2014/2015 et 2015/2016.

Cette étude nous permettra de suivre la répartition, la quantité et d’analyser
la qualité de cette HE durant les trois saisons (automne, hiver et printemps)

complétée par une étude d’une activité antioxydante et biocide.

3.3.1. Etude de I'activité anti-oxydante du romarin (HE et EM)

Un antioxydant est défini comme toute substance ayant la capacité de
retarder, prévenir ou réparer un dommage oxydatif d'une molécule cible
(HALLIWELL et GUTTERIDGE, 2007).

Il existe une grande diversité de méthodes physico-chimiques pour

évaluer l'activité anti-oxydante des extraits naturels.

3.3.1.1. Test de piégeage du radical libre DPPH

L’activité anti-oxydante des extraits de R.Officinalis a été évaluée par la
méthode du radical 2,2-diphényl-1 picrylhydrazyle (DPPH), au sein de laboratoire
du groupe Saidal. L’activité anti-oxydante des différents extraits est mesurée par
la méthode décrite par BRAND-WILLIAM et al., (1995). Pour chaque extrait, un
volume de 2ml de la solution de DPPH (0.2mM) est mélangé avec 1 ml d’extrait ou
des antioxydants standards (acide ascorbique). Aprés 30 minutes d’incubation a

I'obscurité et a température ambiante, 'absorbance est lue a 517 nm.

e Principe du test de piégeage
Le composé chimique 2,2- diphényl -1-picrylhydrazyle (DPPH) posseéde un
électron non apparié sur un atome du pont d’azote. Suite a cette délocalisation,
les molécules du radical ne forment pas des dimeres et restent dans leur forme
monomere relativement stable a température ordinaire. La délocalisation provoque
aussi la couleur bleue violette bien caractéristique de la solution de DPPH. La
mesure de l'efficacité d’'un antioxydant se fait en mesurant la diminution de la

coloration bleue due a une recombinaison des radicaux DPPH, mesurable par
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spectrophotométrie a 515-518 nm (POPOVICI et al., 2009). En présence des
piégeurs de radicaux libres, le DPPH (2.2 diphényl- 1- picryl hydrazyle ) de couleur
violette se réduit en 2,2 diphényl -1- picryl hydrazine de couleur jaune (MAATAOUI
et al., 2006) (figure 3.15).

NO, NO,
' H

O,N N—N + A-H— O,N N—N + A"
NO, NO,

b

VIOLET JAUNE

Figure 3.15: Réaction d’'un donneur d’hydrogéne avec le radical DPPH
(MAATAOQUI et al., 2006).
e Principe
Afin de mettre en évidence lactivité anti-oxydante des extraits testés
(HE / EM) nous avons opté pour le mode opératoire suivant :
» Préparation de la solution DPPH
Nous avons pris 4 mg de DPPH (CisH12NsOe¢), dans 100 ml de méthanol
(MeOH) absolu pour avoir la concentration de 0.04 mg/ml. La solution obtenue a
été mise a I'obscurité dans un agitateur pendant 20 minutes.
» Préparation des solutions meres
Nous avons préparé pour chaque extrait de romarin une solution de 5
mg/ml, a partir de 20 mg d’extrait, de 4 ml de MeOH absolu et une autre solution
de concentration de 4 mg/ml, a partir de 20 mg d’extrait et 5ml de MeOH.
» Préparation des dilutions des extraits
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L’expérience a été effectuée sur 8 concentrations différentes d’échantillon

de l'ordre décroissant, dilués dans le méthanol (Tableau 3.5), (figure 3.16) .

Tableau 3.5 : Différentes dilutions d’extraits testés du romarin (écotype de Blida).

Concentration initiale

Volume de MeOH (ml)

Concentration finale

du romarin (HE et EM) mg/ml
5mg d’extrait 1 5
4mg d’extrait 1 4
1ml de la solution 4mg/ml 1 2
1ml de la solution 5 mg/ml 4 1
1ml de la solution 5 mg/ml 9 0.5
1ml de la solution 0,5 mg/ml 1 0.25
1ml de la solution Img/ml 9 0.1
1ml de la solution 0,25 mg/ml 1 0.125

Mettre 1ml de chaque dilution de ces extraits dans un tube a essai, ajouter

2ml de solution méthanolique de DPPH, puis laisser incuber 30 minutes a I'abri de

la lumiére a température ambiante. Une lecture de I'absorbance a 517 nm en

comparaison avec un témoin (blanc) qui contient du méthanol pur (Annexe B).

Répéter les mémes opérations, en remplagant I'extrait de R. officinalis par

I'acide ascorbique (vitamine C) (contrble positif).
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Figure 3.16 : Préparation des dilutions des extraits testés du romarin (HE et EM).

3.3.1.2. Expression des résultats

Le pourcentage de réduction du radical libre DPPH est exprimé par la

formule suivante :

% d’inhibition= [(Absq-Absg)/Absc] x 100

Absc : Absorbance du contréle

Abske : Absorbance de I'échantillon testé

Pour chaque extrait nous avons déterminé la valeur ICso qui est la

concentration du substrat qui cause la perte de 50 % de Il'activité du DPPH

(SMARTH et al., 2008)

Les résultats peuvent aussi étre exprimés en puissance anti-radicalaire
(ARP) (BRAND-WILLIAM et al., 1995).

ARP=1/1Cs

ARP : Puissance anti radicalaire

I1Cs0
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3.3.2. Etude de I'activité bactéricide

Pour évaluer le pouvoir bactéricide de R. officinalis L., une souche
bactérienne a été utilisée, Erwinia amylovora (tableau 3.6). Pour cela nous avons

adopté la méthode de diffusion sur milieu gélosé (aromatogramme) (Annexe B).

La préparation du bio-pesticide a été réalisée aprés I'extraction de I'huile

essentielle de R. officinalis L.

3.3.2.1. Milieu de culture utilisé

Le milieu de culture utilisé lors de notre travail est le milieu Levane semi

sélectif d’Erwinia amylovora (KING et al., 1954) (Annexe A).

3.3.2.2. Ensemencement et repiguage

On a pris 100 pl de la suspension d’E.amylovora puis on étale par le rateau

sur une boite de Pétri stérile contenant le milieu Levane (figure3.17)

Disque de papier

imbibé d'huile Tapis bacterien
essentielle
»D m——-
[ncubation a 37°C
Inocudum
iy pendant 24 heures
bactérien | |
' -
Boite dv.? Pétri Diamatre
avec gelose d'inhibition

nutritive

Figure 3.17 : Principe de la méthode de diffusion sur disque.
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3.3.2.3. Dilution de I'huile essentielle

L’huile essentielle de R. Officinalis L., n’est pas miscible a I'eau, elle flotte
au-dessus du bouillon de culture et le contact avec les bactéries n’est pas bon.
Pour remédier a cela, nous avons utilisé un émulsifiant : le Tween (80) a 30%
[BEN HAMIDA et al., (2001) ; AYADI et al., (2005)]. A partir de la solution initiale

(HE pure) nous avons préparé nos dilutions Co, C1, C2, Cs et Ca. (Tableau 3.7).

Tableau 3.7 : Différentes dilutions de I'HE du romarin

Co C1 C2 Cs Ca
Témoin
HE (%) 0 100 75 50 25
Tween (80) 100 0 25 50 75
a 30 %

3.3.2.4. Dépobt de disques

Les disques stériles de 6 mm de diamétre sont imprégnés d’huile
essentielle puis déposés a l'aide d'une pince stérile a raison de 3 disques par
boite de Pétri. Le témoin correspond aux disques imprégnés par le Tween 80 a
30%.

Les boites de Pétri sont ensuite fermées avec de la parafilm et laissées
diffuser a température ambiante pendant 30 minutes ensuite mises a l'étuve a

température de 27 a 28 + 2°C pendant 24 a 48 heures.

La lecture des résultats se fait par la mesure du diamétre de la zone
d’inhibition autour de chaque disque (PONCE, 2003).
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3.3.3. Etude de I'activité insecticide

Afin d’évaluer le pouvoir insecticide nous avons testé 'HE extraite de la
plante R. officinalis L. sur un insecte, Tuta absoluta (la mineuse de la tomate)

(figure 3.18)

Larves
(stade L3)

Larve s
(sous loupe binoculaire x 10)

Figure 3.18 : Culture de tomate sous serre attaquée par Tuta absoluta.

La larve est le stade nuisible de linsecte. Les premiéres attaques
s’observent sur les parties apicales de la plante ou nous pouvons enregistré
jusqu’a 4 stades larvaires. Cette larve s’attaque également aux jeunes plants

repiqués et méme aux semis en pépiniére (tableau 3.8).

3.3.3.2. Prélevements des échantillons

Les feuilles infectées de la tomate ont été récoltées et mises dans des sacs
en plastiques apres les avoir séparé par du papier absorbant. Les larves agées du
troisieme et quatrieme stade (L3 et L4) ont été séparées des feuilles et mises
dans des boites a Pétri stériles, chaque boite contient 10 larves.

L’application du traitement se fait au laboratoire in vitro juste aprés le

prélevement.
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3.3.3.3. Préparation et application du bio-pesticide a base de 'HE de romarin

La préparation des différentes doses du bio-pesticide a été réalisée apres
I'extraction de I'huile essentielle de R. officinalis L., provenant de la localité Sidi El
Kebir (Blida) et mélangé au Tween (80) a 30%. Les dilutions ont été préparées

aléatoirement comme suit : Co, C1, C2, C3, C4, Cs et Ce (tableau 3.9).

Tableau 3.9 : Différentes dilutions de I'HE du romarin

Co Ci1 C2 Cs Csy Cs Cs
Témoin
HE (%) 0 100 75 50 25 10 1
Tween (80) 100 0 25 50 75 90 99
a 30 %

Les traitements ont été appliqués par une micropipette 50 pl en contact

direct avec les larves.

3.3.3.4. Taux de mortalité de la mineuse

Le taux de mortalité des larves a été calculé selon la formule d'Abbott qui
consiste a calculer le pourcentage de larves immobiles (mortes) en fonction du
nombre total de larves (ABBOTT, 1925).

% de mortalité= (hombre de larves immobiles/nombre total de larves) x100.

3.4. Expression des résultats et analyses statistigues des données

Les données relatives a chaque essai ont fait I'objet de I'analyse de
variance a un seul facteur de classification (ANOVA) et l'analyse de variance
multivariee (MANOVA) a laide d'un logiciel SPSS© (version 20), puis un

classement des moyennes a été effectué a l'aide de test de Tukey a (a=0,05).

La corrélation de Pearson a été étudiée entre les extraits testés du romarin

et les différents parameétres étudiés.
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CHAPITRE IV
RESULTATS ET DISCUSSION

4.1. Effet du facteur réqgion sur les parameétres étudiés

Cette partie de résultats consiste a mettre en lumiere l'effet du facteur
région sur les parameétres physiologiques et biochimiques, la composition

chimique et I'activité antimicrobienne du romarin.

4.1.1. Effet du facteur région sur les parameétres physiologiqgues et biochimiques

Les résultats obtenus montrent que la teneur en chlorophylles, en proline et

en sucres solubles varie selon les régions.

4.1.1.1. Effet du facteur réqgion sur la teneur en chlorophylles

e Chlorophylle (a)
Nous constatons que I'écotype Dijelfa présente une teneur en
chlorophylle(a) 0,84 ug/gMF comparée a celle enregistrée chez les écotypes de
Blida et de M’sila avec respectivement 0.59 pg/ gMF et 0.51ug/ gMF (Figure 4.19)

v/ gMF région

M Blida
I Djsifa
1 Msila

1,0000—

0,3000

0,6000-

Moyenne Ch a

0,4000

0,2000-

0,0000—

Régions

Figure 4.19 : Teneur en chlorophylle (a) selon les écotypes
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L’analyse de la variance (ANOVA) a un seul critére de classification montre

qgu’il existe une différence hautement significative (P= 0.00 < 0.05) (Annexe C).

Le test de Tukey (tableau 4.10) a classé les moyennes en deux sous-
groupes homogenes.

Tableau 4.10: Teneur en chlorophylle (a): test de signification de Tukey a
(a=5%).

M’sila Djelfa Blida
Chlorophylle (a) 0,51 0,84 0,51
Groupes homogeénes a b a

e Chlorophylle (b)

Les résultats montrent que I'écotype Djelfa présente une teneur en
chlorophylle (b) plus élevée avec 0.39 ug/ gMF, suivi par les deux écotypes Blida
et M’sila avec respectivement 0.18 pg/ gMF et 0.09 pg/ gMF (figure 4.20).

v/ gMF région
050004 M Blida

B Djsifa
ClMsila

0,4000

0,30007

Moyenne Ch b

0,20007

0,1000

i

0,0000-

Regions

Figure 4.20 : Teneur en chlorophylle (b) selon les écotypes.
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L’analyse de la variance a un seul critére de classification ANOVA montre

qgu’il existe une différence hautement significative (P= 0.00 < 0.05) (Annexe C).

Le test de Tukey (tableau 4.11) a classé les moyennes en deux sous-
groupes homogenes.

Tableau 4.11: Teneur en chlorophylle (b): test de signification de Tukey a
(0=5%).

M’sila Djelfa Blida
Chlorophylle (b) 0,09 0,39 0,18
Groupes homogeénes a b a

e Chlorophylle (a+b)

Les résultats présentés dans la figure 4.21 montrent que I'écotype Djelfa

présente la teneur en chlorophylle (a+b) la plus élevée avec 1.23 pg/ gMF
(figure4.21)

pg/ ghF -
region
M Biida
1 2000 M Djslfa
CIMsila
1,0000+
Iy
-]
o~ 080007
(3]
a
£
—
20,6000 I
(=]
=
0,4000
0,2000+

Régions

Figure 4.21 : Teneur en chlorophylle (a+b) selon les écotypes.
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L’analyse de la variance a un seul critére de classification ANOVA montre

qgu’il existe une différence hautement significative (P= 0.00 < 0.05) (Annexe C).

Le test de Tukey (tableau 4.12) a classé les moyennes en trois sous-

groupes homogeénes.

Tableau 4.12: Teneur en chlorophylle (a+b): test de signification de Tukey
(a=5%)

M’sila Djelfa Blida
Chlorophylle (at+b) 0,60 1,23 0,77
Groupes homogeénes a C b

4.1.1.2. Effet du facteur réqgion sur la teneur en proline

Nous avons enregistré une quantité plus élevée en proline pour I'écotype
Djelfa avec 0.96 pg/ gMF, comparée aux deux autres écotypes de Blida et M’sila
avec respectivement 0.07 pyg/ gMF et 0.16 pg/ gMF (figure 4.22).

MF .
vg/g région
P— M Blida
B Djlfa
CIMsila
02000
]
£
B
o 06000
[ 1]
=
| =
L]
-
[=]
= 0,400077
0,2000-]
——
o

0,0000-

Regions

Figure 4.22 : Teneur en proline selon les écotypes
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L’analyse de la variance a un seul critére de classification ANOVA montre

qu’il existe une différence hautement significative (P= 0.00 < 0.05) (Annexe C).

Le test de Tukey (tableau 4.13) a classé les moyennes en deux sous-

groupes homogenes(tableau 4.13).

Tableau 4.13 : Teneur en proline : test de signification de Tukey a (a=5%).

M’sila Djelfa Blida
Proline 0,16 0,96 0,07
Groupes homogeénes a b a

4.1.1.3. Teneur en sucres solubles

Les résultats obtenus montrent que la teneur la plus élevée en sucres
solubles est enregistrée chez I'écotype Djelfa avec 3.71 ug/ gMF, suivi par
I'écotype M’sila avec 3.67 ug/ gMF. La teneur la plus faible a été enregistrée chez
I'écotype Blida avec 3.31 ug/ gMF (Figure 4.23).

vg/ gMF région

40000 L Blida
M Djsifa
[ Msila

it

3,0000]

2,0000

Moyenne sucres s

1,0000

0,0000-

Régions

Figure 4.23 : Teneur en sucres solubles selon les écotypes
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L’analyse de la variance a un seul critére de classification ANOVA montre

qu’il existe une différence non significative (P= 0.12 > 0.05) (Annexe C).

Le test de Tukey (tableau 4.14) a classé les moyennes en un seul sous-

groupe homogene.

Tableau 4.14 : Teneur en sucres solubles : test de signification de Tukey a
(a=5%).

M’sila Djelfa Blida
Sucres solubles 3,67 3,71 3,31
Groupes homogénes a a a

4.1.1.4. Interaction inter-parameétres

L'examen de la corrélation de Pearson entre les différents parametres
(physiologiques et biochimiques) révele une corrélation non significative (P> 0.05)
entre la teneur en chlorophylles, la teneur en proline et la teneur en sucres

solubles au sein des écotypes étudiés (Annexe C).

Discussion

L’examen des résultats montre que I'écotype Djelfa a présenté les teneurs
les plus élevées en chlorophylles, proline et sucres solubles. Nous avons
enregistré de faibles teneurs en pigments chlorophylliens chez les deux autres

ecotypes de Blida et de M’sila.

La diminution de la quantité de chlorophylle est liée a la diminution de la
guantité relative en eau qui est due essentiellement, a la réduction des échanges
du COg, limitée par une fermeture des stomates. Ce phénomene engendre par

conséquence la résistance de la feuille a la diffusion du CO2 (FRIEDMAN, 2001).

D’aprés HIKOSAKA et al, (2006) les feuilles peuvent étre influencées par
beaucoup de facteurs notamment I'dge, la position, ainsi que par les facteurs

environnementaux tels que la lumiére, la température et 'humidite.
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La réduction des taux des pigments chlorophylliens de [I'échantillons
provenant de M’sila peut étre expliguée par un abaissement de contenu en
protéines thylacoidal associé aux chlorophylles (a) et (b) (LOGGINI et al., 1999).
Cet abaissement est du soit & une faible synthese de ces protéines, soit a une
activation de leur dégradation. La région de M’sila a montré une période séche
s’étalant durant toute l'année, ainsi, MILLER (1993) a démontré que les
températures élevées peuvent provoquer la dénaturation de protéines,
l'inactivation des enzymes et la réduction de l'activité photosynthétique du

chloroplaste.

Les sucres ont un réle dans l'ajustement osmotique et ils participent
également a la préservation de lintégrité membranaire dans les organes

desséchés ainsi qu’une protection des protéines (MARTIN et al., 1987).

En effet, les plantes du romarin des deux écotypes Djelfa et Msila peuvent
se retrouver face a un stress hydrique et salin car elles poussent spontanément
sur des aires séches ou on enregistre des températures trés élevées et de tres
faibles précipitations. L’analyse climatique de la région de M’sila a montré

I'existence d’'une période séche qui s’étale durant toute 'année.

Le comportement biochimique des plantes du romarin montre une variation
de l'accumulation de la proline en fonction de la région. En effet, cette
accumulation permet aux plantes de supporter le manque d’eau et maintiennent
leur turgescence relative foliaire le moins perturbée que possible et leur intégrité
cellulaire préservée (BENSALEM, 1992).

La proline quant a elle a de fortes concentrations agit comme un soluté
pour I'ajustement osmotique et aussi pour servir de réservoir de composés azotés
et de carbone pour une utilisation ultérieure dans la croissance. Sous l'effet de
stress, la proline protége le métabolisme cellulaire de la plante et elle le restitue
apres le stress (STEWART et LEE, 1974).

Les travaux de CLIFFORD et al., (1998), ont déduit que I'accumulation de

proline est la cause d’une forte concentration en sucres solubles.
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Les parametres étudiés nous ont permis de vérifier que les teneurs en
proline et en sucres solubles accumulés permettent d’ajuster 'osmolarité interne
(osmo-régulateurs). Ce phénoméne permet d’éviter une déshydratation rapide des
tissus végétaux qui entraine par la suite la mort des plantes. En effet, la plante
accumule les sucres, proline et protéines pour surmonter un effet de stress

(hydrique ou salin).

Le dosage des paramétres physiologiques et biochimiques du romarin a
révélé I'existence d’une corrélation entre la variation des conditions climatiques,

les stades phénologiques et la réponse des écotypes.

L’examen de corrélation réalisée entre les parametres physiologiques et
biochimiques révele des résultats importants. Une corrélation négative et
significative est observée entre la teneur en chlorophylle (a) d’'une part , la teneur
en chlorophylle (b) et la teneur en chlorophylle (a+b). En revanche, une corrélation
non significative a été enregistrée entre la teneur en chlorophylle, la teneur en

proline et la teneur en sucres solubles.

4.1.2. Rendement en HE du romarin des trois régions étudiées

Les résultats du rendement en HE du romarin des trois régions M’sila,

Djelfa et Blida sont mentionnés dans le tableau 4.15

Tableau 4.15 : Rendement en huiles essentielles de R. officinalis

iIEspéece Rendement (%)
. Blida Djelfa M’sila
Rosmarinus
officinalis. 0.76 0.58 0.073
Norme AFNOR 0.5a2

Le rendement en huile essentielles le plus élevé a été enregistré au niveau
de I'écotype Blida (localité de Sidi El Kebir) avec 0.76% suivi par celui de Djelfa
avec 0.58% comparé a I'écotype M’sila ou la teneur est tres faible (0.073%)
(figures 4.24 et 4.25).
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Figure 4.24 : Rendement des huiles essentielles de R. officinalis L.
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Figure 4.25 : Echantillons d’HE extraite des trois écotypes
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4.1.3. Caractéristigues de I'huile essentielle de R. officinalis

L’étude des caractéristiques de I'HE du romarin a porté sur les

caractéristiques organoleptiques et les caractéristiques physicochimiques.

4.1.3.1. Caractéristiques organoleptiques

Les caractéristiques organoleptiques de [I'huile essentielle du romarin

obtenue sont mentionnées dans le tableau 4.16.

Tableau 4.16 : Caractéristiques organoleptiques de I'huile essentielle de romarin

Ecotype Aspect couleur Odeur et saveur
Odeur
Blida Liquide Jaune clair caractéristique de
I'espéce plus au
(localité de Sidi El Kebir) moins camphrée
saveur ameére
Odeur
Djelfa Liquide Jaune clair caractéristiqgue de
'espéce plus au
(localité de Ain Oussara) moins camphrée
saveur ameére
Odeur
Msila Liquide Jaune clair caractéristiqgue de
I'espéce plus au
(localité de Boussaada) moins camphrée
Saveur amére
Odeur caractéristique
Norme d’AFNOR Liquide jaune clair fraiche, plus ou moins
camphrée selon
l'origine

Les HE extraites des trois écotypes (M’sila, Djelfa et Blida) possédent les
mémes caractéristiques organoleptiques et sont comparables aux normes
d’AFNOR. L’HE est jaune clair et dégage un parfum frais et légérement camphré
(figure 4.26).

ANGIONI et al., (2006) rapportent que la couleur de I'HE dépend
essentiellement de sa composition. lls signalent par ailleurs que, L’HE riche en
composés monoterpéniques, avec prédominance de l'a-pinéne, présente une

coloration jaune.
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4.1.3.2. Caractéristigues physico-chimigues

Figure 4.26 : Huile essentielle du romarin

Les résultats des constantes physico-chimiques de I'huile essentielle de

romarin sont présentés dans le tableau 4.17.

Tableau 4.17 : Caractéristiques physico-chimiques de 'HE du romarin

Parameétres Ecotype Normes
physico-chimiques d’AFNOR
M’sila Djelfa Blida

Maximum/ minimum
Densité 0.935 0.928 0.957 min :0.907

Max :0.920
Indice de 1.453 1.478 1.476 min :1.464
réfraction Max -1.470
Indice d’acide 2.35 1.34 2.03 Max=1.0
Indice d’ester 23.8 12.07 19.5 min : 2
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La norme AFNOR, (2005) prévoit un indice de réfraction (IR), compris entre
1,450 et 1,513 pour les HE de haute qualité, et considére que celles dont I'IR
dépasse le seuil de 1,513 sont de qualité moindre.

En faisant référence a ces normes, on peut considérer que les HE du
romarin des trois régions M’sila, Djelfa et Blida sont de bonne qualité ou on a

enregistré un IR de 1.453, 1.478 et 1.476 respectivement.

La norme AFNOR,(2005) et la pharmacopée européenne, (2002) valident la

conformité des HE ayant un indice d’acide inferieur a 2.

L’HE de l'écotype Djelfa a présenté un indice d’acide inferieure au seuil

maximal défini par la pharmacopée européenne (2002).

L’HE de I'écotype M'sila et Blida ont présenté un indice d’acide Iégerement
supérieur au seuil maximal défini par la pharmacopée européenne (2002).

L’indice d’acide est un paramétre qui permet de garantir les bonnes
pratigues de conservation des HE, qui s’oxydent trés facilement et ce qui

engendre une altération de leurs composants et favorise la formation des acides.

L’indice d’ester (Ie) donne des informations sur le degré de dégradation de
I'HE (hydrolyse des esters) durant sa conservation (Pharmacopée européenne,
2002).

Plus lindice d’ester est élevé, mieux est la qualit¢é dune HE (AFNOR,
2005). Donc les HE extraites du romarin provenant des trois régions (Blida, Djelfa

et M’sila) sont de bonne qualité ou nous avons enregistré un Ie élevé.

4.1.4. Effet du facteur région sur la composition chimiqgue de I'HE de R. officinalis

Les résultats de l'analyse par CG/MS provenant des trois régions, sont
illustrés dans les tableaux et traduits en chromatogrammes (Annexe C). La

composition chimique majoritaire est décrite dans le tableau 4.18.
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Tableau 4.18 : Composition chimique des HE de R .officinalis

Blida Djelfa M’sila
Composés % Temps de % Temps de % Temps de
rétention rétention rétention
(mn) (mn) (mn)
Eucalyptol | 9.043 11.09 - - 12.171 6.92
Camphre - - 38.008 8.95 22.054 8.93
Bornéol 11.321 16.93 - - 10.617 9.33
Verbinone - - - - 6.714 9.87
a —Pinéne | 20.334 7.44 19.250 4.97 10.405 4.96
Camphéne | 8.603 7.93 19.036 5.30 - -

Aprés analyse du tableau de la composition chimique majoritaire, on
remarque que sur tous les composants, seulement deux (a-pinene et camphre)
sont communs aux deux régions étudiées (Blida et Djelfa). En terme quantitatif la
région de M’sila contient plus de composants majoritaires que les deux autres
régions (Blida et Djelfa) (eucalyptol, camphre, bornéol et a —pinéne).

La composition chimique majoritaire de I'huile essentielle de Rosmarinus
officinalis des trois régions (Blida, Djelfa et Msila) montre quelques différences

par rapport a certains travaux :

Dans la région de Bibans (Bordj-Bou-Arreridj), le composé majoritaire est le
1,8-cinéole (52.4%), suivi du camphre (12.6%) (BOUTEKEDJIRET, 1998) alors
qu’'un autre échantillon montre une grande variabilité quantitative en fonction de
I'état de la plante (1,8-cinéole = 41.7-16.0%, camphre = 26.0- 9.3%, a-pinéne =
16.9-2.5%) (BOUTEKEDJIRET, 1999).

Un échantillon provenant de Bordj-Bou-Arreridj ne contient que 7,5% de
cinéole a c6té du camphre (12,1%), du bornéol (10,1%), de I'a- terpinéol (9,5%) et
surtout du B-caryophylléne (13,9%) (BENHABILES, 2001).
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Les résultats des travaux cités montrent que le facteur région influe sur la

compostions chimique majoritaire de I'huile essentielle du R. officinalis L.

En effet, ces HE ont été extraites des plantes récoltées dans des régions
différentes, ou chacune présente ses propres caractéristiques pluviométriques et
édaphiques. Dans notre étude, I'analyse climatique montre I'existence d’un hiver
plus doux & Blida et M’sila comparativement & un hiver plus rigoureux a Djelfa ceci
peut expliquer la différence dans la composition majoritaire des composants du

Rosmarinus officinalis issue des trois régions (Blida, Djelfa et M’sila)

L’'implication de facteurs héréditaires dans ce processus n’est pas a
exclure, sachant que la composition des HE est généralement influencée par des

facteurs génétiques.

4.1.5. Evaluation de l'activité antimicrobienne de 'HE et de 'EM selon les régions

Cette partie consiste a évaluer 'activité antimicrobienne de I'HE et de 'EM
de romarin sur les cing souches de bactéries testées, en fonction de deux régions
Blida et Djelfa.

Cette étude n’a pas pu étre réalisée sur les plantes provenant de la région
de M’sila et qui ont présenté un faible rendement en HE. L’évaluation de cette

activité nécessite des répétitions pour avoir un résultat fiable.

4.1.5.1. Activité antibactérienne des extraits du romarin vis-a-vis S. aureus.

Nous remarquons que lhuile essentielle de romarin a un pouvoir
antimicrobien_plus élevé que celui de l'extrait méthanolique sur S. aureus.
(Figure 4.27).

o Les huiles essentielles

Les HE des deux écotypes Blida et Djelfa ont inhibé la croissance de
Staphylococcus aureus avec respectivement 24 + 0.29 et 17 + 0.29 mm. Elle a
présenté des zones d’inhibitions supérieures a 20 mm, témoignant sa trés forte

sensibilité vis-a-vis 'HE de Blida.
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L’analyse de la variance a double critére de classification MANOVA montre

qu’il existe une différence hautement significative (P= 0.00 < 0.05) (Annexe).

e Les extraits méthanoliques
Staphylococcus aureus a montré une sensibilité envers [I'extrait
méthanoliqgue du romarin des deux écotypes Blida et Djelfa, avec respectivement
16 £0.29 et 13 + 0.29 mm.
Cependant I'EM s’est avéré moyennement actif sur Staphylococcus aureus.

L’analyse de la variance a double critére de classification MANOVA montre

qu’il existe une différence significative (P= 0.02 < 0.05) (Annexe C).

S. aureus région
B Elida

25 00—
H Djclfa

20,00

15,00

Fone dinhibition

10,007

5,00

0,00~
HE EM

Figure 4.27 : Pouvoir antibactérien des extraits vis-a-vis Staphylococcus aureus.
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4.1.5.2. Evaluation de I'activité antibactérienne des extraits vis-a-vis E. faecalis

Nous remarquons que lhuile essentielle de romarin a un pouvoir
antimicrobien vis-a-vis S. aureus plus élevé que celui de I'extrait méthanolique
(figure 4.28).

o Les huiles essentielles
Les résultats indiquent que 'huile essentielle de I'écotype Blida présente
une activité antimicrobienne importante contre Enterococcus faecalis par rapport a

celui de Djelfa, avec respectivement 23 £ 0.88 et 14 + 0.88 mm.

Le test réalisé avec 'HE de I'écotype Blida a révélé une trés forte sensibilité

d’E. faecalis, ou nous avons noté une zone d’inhibition supérieure a 20 mm.

L’analyse de la variance a double critére de classification MANOVA montre

qu’il existe une différence hautement significative (P=0.00<0.05) (Annexe C).

e Les extraits méthanoliques
L’EM des deux écotypes Blida et Djelfa a inhibé la croissance d’E.faecalis a

des diametres de 16+0.88 mm et 14+0.88 mm respectivement.

La souche Enterococcus faecalis a montré une nette sensibilité a I'égard de
'EM des deux écotypes avec des zones d’inhibition trés proches (entre 14 et

19 mm). L’EM s’est avéré moyennement actif vis-a-vis la souche testée.

L’analyse de la variance MANOVA montre qu'’il existe une différence non
significative (P=0.21>0.05) (Annexe C).
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région
M Elida
H Djelfa

E. faecalis
25,00

20,00

15,00

10,00

Fone dinhibition

5,00

0,00
HE EM

Figure 4.28 : Pouvoir antibactérien des extraits vis-a-vis Enterococcus faecalis

4.1.5.3. Evaluation de I'activité antibactérienne des extraits vis-a-vis B. cereus.

e Les huiles essentielles

Les HE des deux écotypes ont inhibé la croissance bactérienne de Bacillus
cereus avec un diametre similaire de 12 + 0.38 mm (Figure 4.29).

Le test réalisé avec 'HE des deux écotypes a révélé une sensibilité

modérée de B. cereus.

L’analyse de la variance MANOVA montre qu’il existe une différence non
significative (P=1.00>0.05) (Annexe C).

¢ Les extraits méthanoliques
Bacillus cereus a montré une sensibilité envers I'extrait méthanolique des
deux écotypes Blida et Djelfa, avec respectivement 17+0.38 mm et 14+0.38 mm.
L’EM des deux écotypes a montré un pouvoir antimicrobien moyennement

actif sur B. cereus et plus élevé que celui de I'huile essentielle.

71



L’analyse de la variance MANOVA montre qu’il existe une différence

hautement significative (P=0.00<0.05) (Annexe C).

mim
régian
B. cereus W Elica
20,00 Erielta

15,00

10,00

ZFone d'inhibition

5,007

0,00-

HE EM

Figure 4.29 : Pouvoir antibactérien des extraits vis-a-vis Bacillus cereus.

4.1.5.4. Evaluation de I'activité antibactérienne des extraits vis-a-vis E. coli.

e Les huiles essentielles
Les résultats indiquent que les HE des deux écotypes Blida et Djelfa présentent
une activité antimicrobienne contre Escherichia coli avec respectivement 9 + 0.29
et 10 £ 0.29 mm.
Le test réalisé avec I'HE des deux écotypes a révélé une résistance

modérée d’Escherichia coli.

L’analyse de la variance a double critére de classification MANOVA montre

qu’il existe une différence non significative (P=0.76 >0.05) (Annexe C).
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e Les extraits méthanoliques

L’EM des deux écotypes Blida et Djelfa n’a montré aucun pouvoir
antimicrobien vis-a-vis Escherichia coli ou on a enregistré un faible diamétre de
7£0.29 mm (< 8 mm) (figure 4.30).

région
M Eida
B Djelifa

E. coli
12,00

10,00

8,00

5,00

Zone d'inhibition

4,00

2,00

0,00~
HE EM

Figure 4.30 : Pouvoir antibactérien des extraits vis-a-vis Escherichia coli

4.1.5.5. Evaluation de I'activité antibactérienne des extraits vis-a-vis P.aeroginosa.

Les résultats enregistrés ne montrent aucune zone d’inhibition autour des
disques imprégnés de I'HE et de 'EM des deux écotypes Blida et Dijelfa

(figure 4.31).
Cependant les extraits testés (HE et EM) se sont avérés non actifs sur la

souche Pseudomona aeroginosa,
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P. aeroginosa région
Ml Slida

&,00
M Djelfa

5,00

4,00

3,00

Fone d'inhibition

2,00

1,00

0,00-
HE EM
Figure 4.31 : Pouvoir antibactérien des deux extraits du romarin vis-a-vis

Pseudomonas aeroginosa
Discussion

Les résultats indiquent que I'huile essentielle du Rosmarinus officinalis L.
des deux régions Blida et Djelfa posséde une activité antimicrobienne envers les
bactéries testées, exception observé pour la bactérie Pseudomona aeroginosa.

A partir de ces résultats nous pouvons déduire que I'HE de R. officinalis L.
extraite des plantes prélevées de la localité de Sidi El Kebir (Blida) présente une
activité antimicrobienne plus élevée que celle extraite des plantes d’Ain Oussara
(Djelfa). L’huile essentielle de I'écotype Blida contient des composants majoritaires
des alcools terpénigues (borneol, eucalyptol). Ces derniers sont absents dans I'HE
de I'écotype Dijelfa, alors que plusieurs travaux ont signalé que les propriétés
antimicrobiennes des huiles essentielles de plusieurs autres plantes aromatiques
et médicinales ont été attribuées a leur profil chimique majoritaire et surtout aux
alcools terpéniques [KURITA et al .,(1982) ; BOUCHIKHI (1994) ; TANTAOUI-
ELARKI et al., (1994) ; FAID et al.,(1996) ; CHAND et al., (2001) ; KARAMAN et
al.,(2001) ; BAYDAT et al., (2004) ; PIBIRI (2005) ; SATRANI et al.,( 2006)].
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Ceci n’exclut pas du spectre d’action antibactérienne tous les autres
composants ne figurant pas dans la composition majeure de l'huile, car la plus
part des composés chimiques des huiles essentielles sont dotés de propriétés
antimicrobiennes, mais ce sont les composés majeurs qui présentent les
propriétés antimicrobiennes les plus importantes (BOUAOUN et al., 2007).

Les extraits méthanoliques du romarin des deux écotypes (Blida et Djelfa)
ont inhibé la croissance bactérienne de Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis et Bacillus cereus . Escherichia coli et Pseudomonas aeroginosa se sont
montré trés résistantes et nous n’avons enregistré aucune zone d’inhibition.

Les résultats montrent que le pouvoir antimicrobien est en relation avec la
nature du produit testé (HE ou EM), de I'écotype et de la souche testée. Lorsqu’on
compare les degrés de sensibilité des souches S. aureus, E. faecalis et
B. cereusa Gram (+) avec les autres a Gram (-) notamment E. coli et
P. aeroginosa, on trouve que nos résultats sont comparables a ceux confirmant
que les bactéries a Gram (+) sont plus sensibles a I'huile essentielle que les
bactéries a Gram (-) (POOLE, 2001).

L’étude du pouvoir antimicrobien des HE et des EM de R.officinalis L. a
permis de visualiser une action inhibitrice plus intéressante de I'huile essentielle
par rapport a I'extrait méthanolique. Selon DAVIDSON (1993), les HE possedent
un pouvoir antimicrobien plus important di a leur accumulation dans les
membranes, entrainant ainsi un appauvrissement d’énergie. Elles affectent les
fonctions de diverses structures moléculaires membranaires telles que les
systemes de transport, les enzymes, les canaux ioniques et les récepteurs
(SAAD et al., 2013). Certain auteurs ont rapporté que les HE peuvent provoquer la
coagulation du cytoplasme (GUSTAFSON et al.,, 1998). L’effet synergique des
composés chimiques contenus dans I'HE, sont les principaux responsables de
cette activité antimicrobienne (ULTEE et al., 2000).

L’huile essentielle et I'extrait méthanolique de romarin ont montré une
activité importante sur les bactéries a Gram (+) que les bactéries a Gram (-), ceci
est di aux différences structurales de leurs membranes externes (BURT, 2004).

La grande résistance des bactéries Gram () a I'huile essentielle est liée a
la structure de leur membrane externe qui est plus riche en lipo-plysaccharides, le
rendant plus hydrophyle, ce qui empéche les terpénes hydrophobe d’y adhérer,

(CRISTIANI et al., 2007).
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4.2. Effet du facteur saison sur les parametres étudiés

Cette étude a concerné uniquement I'écotype de Blida (localité de Sidi El
Kebir) ou nous avons suivi I'évolution de 'HE durant trois saisons (automne, hiver
et printemps) aprés avoir fait un dosage des parametres physiologiques et

biochimiques.

4.2.1. Effet du facteur saison sur les paramétres physiologiques et biochimigues

Les résultats obtenus durant la compagne 2013/2014 montrent que la
teneur en chlorophylles, en proline et en sucres solubles du romarin, récolté dans

la localité de Sidi El Kebir, varie selon la saison.

4.2.1.1. Effet du facteur saison sur la teneur en chlorophylles

e Chlorophylle (a)

D’aprés les résultats nous constatons que le romarin récolté au printemps
présente une teneur en chlorophylle (a) de 0.59 pg/ gMF, plus élevée que les deux
autres saisons automne et hiver avec respectivement 0.32 ug/ gMF et
0.0.48 pg/ gMF (Figure 4.32).

pgs ghdF

10,6000

10,4000

Moyenne Ch a

10,2000

0,0000=
Automne Hiver Prirtemps

Saisons
Figure 4.32 : Teneur en chlorophylle (a) selon les saisons
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L’analyse de la variance a un seul critére de classification ANOVA montre

qgu’il existe une différence hautement significative (P= 0.00 < 0.05) (Annexe C).

Le test de Tukey (tableau 4.19) a classé les moyennes en trois sous-
groupes homogenes.

Tableau 4.19: Teneur en chlorophylle (a): test de signification de Tukey a
(a=5%).

Automne Hiver Printemps
Chlorophylle (a) 0,32 0,48 0,59
Groupes homogeénes a b C

e Chlorophylle (b)

Les résultats montrent que le romarin récolté en hiver présente une teneur
en chlorophylle (a) plus élevée avec 0.21 pg/ gMF, suivi par ceux récoltés au

printemps et en automne avec respectivement 0.18 pg/ gMF et 0.10 ug/ gMF.
(figure 4.33).

va/ ghtF

0,2500—

0,20004

0,1500-]

Moyenne Ch b

0,1000-

0,0500]

0,0000-
Autamne Hiver Printemps

Saisons

Figure 4.33: Teneur en chlorophylle (b) selon les saisons.
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L’analyse de la variance a un seul critére de classification ANOVA montre
qgu’il existe une différence non significative (P= 0.44 < 0.05) (Annexe C).

Le test de Tukey (tableau 4.20) a classé les moyennes en un seul sous-
groupe homogene.

Tableau 4.20 : Teneur en chlorophylle (b) : test de signification de Tukey (a=5%).

Automne Hiver Printemps
Chlorophylle (b) 0,15 0,21 0,18
Groupes homogeénes a a a

e Chlorophylle (a+b)

Nous constatons d’aprés les résultats obtenus que le romarin récolté au
printemps présente une teneur en chlorophylle (a+b) la plus élevée avec
0.77 pg/ gMF suivi par les deux autres saisons hiver et automne, avec
respectivement 0.69 ug/gMF et 0.48 pg/ gMF (figure 4.34).

L/ gMF

0,8000

0,6000
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Moyenne Ch at+b
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Automne Hiver Printemps
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Figure 4.34 : Teneur en chlorophylle (a+b) selon les saisons
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L’analyse de la variance a un seul critére de classification ANOVA montre

qu’il existe une difféerence hautement significative (P= 0.00 < 0.05) (Annexe C).

Le test de Tukey (tableau 4.21) a classé les moyennes en deux sous-

groupes homogeénes.

Tableau 4.21: Teneur en chlorophylle (a+b) : test de signification de Tukey a
(a=5%).

Automne Hiver Printemps
Chlorophylle (at+b) 0,48 0,69 0,77
Groupes homogénes a b b

4.2.1.2. Effet du facteur saison sur la teneur en proline

Nous avons enregistré une quantité plus élevée en proline pour la saison
du printemps avec 0.07 pg/ gMF, comparée aux deux autres saisons automne et

hiver avec une valeur similaire de 0.03 ug/ gMF (figure 4.35).

ug/ ghF

0,0800

0,0600

0,0400

Moyenne proline

0,0200

0,0000=
Automne Hiver Printemps
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Figure 4.35 : Teneur en proline selon les saisons
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L’analyse de la variance a un seul critére de classification ANOVA montre

qgu’il existe une différence hautement significative (P= 0.00 < 0.05) (Annexe C).

Le test de Tukey (tableau 4.22) a classé les moyennes en deux sous-

groupes homogeénes.

Tableau 4.22 : Teneur en proline : test de signification de Tukey a (a=5%).

Automne Hiver Printemps
Proline 0,03 0,03 0,07
Groupes homogenes a a b

4.2.1.3. Effet du facteur saison sur la teneur en sucres solubles

Les résultats obtenus montrent que la teneur la plus élevée en sucres
solubles est enregistrée chez le romarin récolté au printemps avec 3.31 ug/ gMF,
suivi par celui récolté en hiver avec 1.78 ug/ gMF. La teneur la plus faible est
constatée chez le romarin récolté en automne enregistrant ainsi 0.95 ug/ gMF
(figure 4.36)

g ghF

4,0000-

3,00009

2,00007

MO}‘EI"II"IE sucres s

1,0000

0,0000-
Avtomne Hiver Frintemps

Saisons

Figure 4.36 : teneur en sucres solubles selon les saisons
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L’analyse de la variance a un seul critére de classification ANOVA montre

qgu’il existe une différence hautement significative (P= 0.00 < 0.05) (Annexe C).

Le test de Tukey (tableau 4.23) a classé les moyennes en trois sous-

groupes homogénes.

Tableau 4.23 : Teneur en sucres solubles : test de signification de Tukey (a=5%).

Automne Hiver Printemps
Sucres solubles 0,95 1,78 3,31
Groupes homogenes a b c

4.2.1.4. Interaction inter-parameétres

L'examen de la corrélation de Pearson entre les différents parametres
(physiologiques et biochimiques) (Annexe C) nous a permis de souligner les
points suivants :

e Une corrélation trés forte, statistiquement significative (P<0.05) inversement
proportionnelle entre la teneur en chlorophylle (a) et la teneur en
chlorophylle (b) (r=-0.999).

e Une corrélation tés forte, statistiquement significative (P< 0.05) inversement
proportionnelle entre la teneur en chlorophylle (a) et la teneur en
chlorophylle (a+b) (r=-0.998).

e Une corrélation non significative (P> 0.05) entre la teneur en chlorophylle,

la teneur en proline et la teneur en sucres solubles.

Discussion

L’examen des résultats des parameétres physiologiques et biochimiques
durant les périodes saisonnieres montre que la teneur en chlorophylle du romarin
durant la saison printaniere est légerement supérieure a celles des autres
saisons.

Une baisse importante de la teneur en pigments photosynthétiques a été

enregistrée durant la saison automnale. Parmi les causes possibles expliquant
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cette réduction, la destruction des membranes thylakoidiennes cellulaires ; une
perte de la compartimentation cellulaire peut en effet inhiber le déroulement des
grandes fonctions métaboliques (CORNIC et GHASHGHAIE, 1991).

Les teneurs en proline et en sucres solubles du romarin durant la saison
printaniére est nettement supérieure a celles des autres saisons (hiver et

automne).

L’augmentation de la teneur en sucres solubles dans les feuilles du romarin
est peut étre le résultat d'une dégradation accrue de I'amidon en cours de cette
saison (SMITH et al., 1979).

L’accumulation de la proline est une des stratégies adaptatives
déclenchées par la plante face aux contraintes de I'environnement (BELKHODJA,
2000). Elle s'accumule durant : le stress hydrique (HUBAC et al., 1980), le stress
salin (STEWART, 1980), ainsi sous l'effet des basses et hautes températures
[CHU et al., (1978) ; PALEG et al., (1981)].

L’accumulation de la proline durant la saison printaniére pourrait étre
attribuée au développement de la plante pendant cette saison et de ces besoins
en composés azotés (LAPLANTE, 2003).

4.2.2. Rendement en huiles essentielles du romarin de I'’écotype Blida

Les rendements en huile essentielle du romarin récolté dans la région de
Blida (localité de Sidi El Kebir) durant les trois saisons sont représentés dans le
tableau 4.24 (figure 4.37).

Tableau 4.24. : Rendement en huiles essentielles de R. officinalis

Espece Rendement (%)
_ Automne Hiver Printemps
Rosmarinus
officinalis. 0.17 0.28 0.76
Norme AFNOR 0.5a2
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Les résultats obtenus montrent que les rendements en HE des deux
saisons, 'automne et I'hiver avec respectivement 0.17 % et 0.28 %, sont tres
faibles par rapport aux normes d’AFNOR (0.5-2%). Nous enregistrons pour la
saison printaniere, un rendement de 0.76 % plus important et comparable aux
normes d’AFNOR .
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Automne Hiver Printemps

Figure 4.37 : Rendement en HE de R. officinalis L. de I'écotype Blida

4.2.3. Effet du facteur saison sur la composition chimiqgue de I'HE de R. officinalis

Cette partie consiste a étudier I'effet saisonnier sur la composition chimique
de I'huile essentielle de Rosmarinus officinalis L., de la région de Blida, récolté

durant les saisons automne, hiver et printemps.

4.2.3.1. Composition chimique de 'HE de la saison automnale

L’analyse chimique montre que le composé maijoritaire chez le romarin
récolté en automne est lalcanfor (25.838%) suivi par borneol (18.905%),
eucalyptol (17.721%) et 2-pinene-4-one (12.839%) (figure 4.38).
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Figure 4. 38 : Principaux composés identifiés en automne (Ecotype Blida)

4.2.3.2. Composition chimique de I'HE de la saison hivernale

Les résultats de I'analyse chimique, obtenus par CG/MS, ont montré que le

composé majoritaire chez le romarin récolté en hiver est 'a-Pinene (20.172%),
suivi par borneol (17.340%), alcanfor (15.783%) et eucalyptol (11.386%)

(figure4.39)
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Figure 4.39 : Principaux composés identifiés en hiver (Ecotype Blida)
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4.2.3.3. La composition chimiqgue de I'HE de la saison printaniére

Pour le romarin récolté au printemps, le composé majoritaire est 'a-Pinene
(20.334%) suivi par alcanfor (19.044%), 2-Pinen-4-one (12.077%) et borneol
(11.321%) (figure 4.40).
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Figure 4.40 : Principaux composeés identifiés au printemps

La figure 4.41 regroupe la composition chimique de I'HE effectuée par

CG/MS durant les saisons retenues.
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L’analyse chimique montre que le seul composé stable durant les 3 trois
prélevements saisonniers (automne, hiver et printemps) est le m-Menth-6,8-diene

avec respectivement 5 %, 6.11 % et 5.81%.

Nous enregistrons d’aprés les résultats obtenus que pour les trois HE
analysées, [lalcanfor et le borneol sont des composants majoritaires qu’on

retrouve durant les trois saisons.

Les variations dans la composition chimique des HE de R. officinalis L. sont
certes dues a des facteurs génétiques, mais également a des facteurs
géographiques, bioclimatiques ainsi qu’aux conditions de récolte et de stockage
de la plante [HUSSAIN et al., (2008); ANWAR et al., (2009)].

Nous constatons que les variations enregistrées dans la composition
chimique des HE extraites des plantes durant les différentes saisons de la région
de Blida sont quantitatives et non qualitatives car la nature des constituants reste
la méme, c’est la teneur en composants qui different selon les périodes de récolte.

La détermination des composés chimiques des HE (majoritaires ou
minoritaires), est importante pour les tests a effectuer. En effet, les composés
existants nous permettrons de justifier I'efficacité antimicrobienne de nos produits
obtenus et de comparer leur pouvoir thérapeutique en fonction de leur composition

chimique.

4.2 4. Activité antimicrobienne de I'HE en fonction des saisons

Ayant enregistré une forte activité antimicrobienne vis-a-vis quatre souches
sur cing testées, nous avons jugé utile d’approfondir notre étude sur I'HE du
romarin de la localité Sidi El Kebir (Blida) durant les trois saisons : automne, hiver

et printemps.

L'activité antimicrobienne de I'HE de R. officinalis des trois saisons a été

évaluée sur deux bactéries : Staphylococcus aureus et Escherichia coli.
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4.2.4.1. Pouvoir antibactérien de I'HE vis-a-vis Staphylococcus aureus

Les HE du romarin de Blida des trois saisons (automne, hiver et printemps)
ont inhibé la croissance de S. aureus avec respectivement 16 + 1.41 mm,
22 +1.41 mm et 28+1.41 mm.

L’HE extraite au printemps a montré un pouvoir antimicrobien actif (>20mm)
sur S. aureus et il est plus important que le pouvoir antimicrobien des HE extraites

en automne et en hiver (figure 4.42).

S. aureus
40,00

30,00

20,00

Fone dinhibition

10,00

Automne Hiver Printemps

Saisons

Figure 4.42 : Pouvoir antibactérien de 'HE de I'écotype Blida vis-a-vis

Staphylococcus aureus

L’analyse de la variance ANOVA montre qu’il existe une différence

hautement significative (P= 0.00 < 0.05) (Annexe C).

Le test de Tukey (tableau 4.25) a classé les moyennes en trois sous-

groupes homogenes.
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Tableau 4.25 : Diamétres d’inhibition de 'HE de I'écotype Blida vis-a-vis S. aureus

(a=5%).
Printemps Hiver Automne
@ d’inhibition (mm) 28.00 22.00 16.00
Groupes homogénes a b C

4.2.4.2. Pouvoir antibactérien de I'HE vis-a-vis Escherichia coli

Les résultats montrent que I'huile essentielle du romarin récolté durant les
trois saisons (automne, hiver et printemps) présentent une activité antimicrobienne
envers E.coli avec respectivement 14.33+1.15 mm, 12.67+1.15 mm et
12.00+1.15.(figure 4.43)

La souche Escherichia coli a montré une sensibilité a 'égard de 'HE des
avec des zones d’inhibition trés proches. L'HE de I'écotype de Blida extraite en

automne s’est avéré la plus active vis-a-vis la souche testée.

E. coli
20,00

15,00

10,00

Zone d'inhibition

5,00

Automne Hiver Printemps

Saisons

Figure 4.43 : Pouvoir antibactérien de I'HE de I'écotype de Blida vis-a-vis

Escherichia coli
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L’analyse de la variance a un seul critére de classification ANOVA montre

qu’il existe une différence non significative (P= 0.55 > 0.05) (Annexe C).

Le test de Tukey (tableau 4.26) a classé les moyennes en un seul sous-

groupe homogene.

Tableau 4.26 : Diamétres d’inhibition de I'HE de I'écotype Blida vis-a-vis E. coli

(a=5%).
Printemps Hiver Automne
@ d’inhibition (mm) 12.00 12.67 14.33
Groupes homogeénes a a a

Discussion

Staphylococcus aureus (gram +) est la bactérie la plus sensible aux huiles
essentielles du Rosmarinus officinalis issues des trois saisons (automne, hiver et
printemps) contrairement a E. coli (gram -) qui a montré une faible résistance

envers les huiles testées.

L’HE extraite des plantes prélevées de la localité de Sidi El Kebir (Blida) au
moment de la saison printanniere présente une activité antimicrobienne plus
élevée que celle extraite des plantes récoltées en automne et en hiver vis-a-vis les

souches testées.

Ces résultats sont comparables a ceux de KALEMBA et KUNICKA, (2003)
qui signalent que la sensibilité d’'un microorganisme a I'huile essentielle dépend

des propriétés de I'huile et du microorganisme.

Cette sensibilité peut varier selon le germe testé car une huile essentielle
peut étre bactéricide vis-a-vis de certaines souches, bactériostatique et n’avoir
aucun effet sur d’autres (HERMAL, 1993).
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La susceptibilité des bactéries est en effet dépendante du gram (DORMAN
et DEANS, 2000), ou dépendante des huiles essentielles utilisées (DEANS et
RITCHIE, 1987).

Le mécanisme d'action des huiles essentielles est lié essentiellement a la
structure de la paroi et a la perméabilité membranaire des bactéries. Elle exerce
son pouvoir antimicrobien par son interférence avec la bicouche lipidique de la
bactérie grace a sa propriété hydrophobe, ce qui entraine l'augmentation de la
perméabilité puis la perte des constituants cellulaire; I'acidification a l'intérieur de
la bactérie, bloquant la production de I'énergie cellulaire et la synthese des
composants de structure; la destruction du matériel génétique, conduisant a la
mort de la bactérie (CAILLET et LACROIX, 2007).

4.2.5. Effet de facteur saison sur I'activité anti-oxydante de I'écotype Blida

La capacité anti-oxydante de HE et de 'EM de R. officinalis L. de la région
de Blida est mesurée en termes de capacité de piégeage des radicaux en suivant
la réduction de [l'absorbance d’une solution méthanolique de DPPH qui
s’accompagne par un passage de la couleur violette (DPPHe+) a la couleur jaune
(DPPH-H) (figure 4.44).

L'intensité de cette couleur est inversement proportionnelle a la capacité
des antioxydants présents dans le milieu fournisseur de protons
(MAISUTHIASAKUI et al., 2007).

Figure 4.44 : Passage de la couleur violette a la couleur jaune de I'extrait
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Afin de mettre en évidence [lactivité anti-oxydante des extraits de
R.Officinalis L. de la région de Blida, récolté durant les phases phénologiques, une

courbe d’étalonnage, réalisée par I'acide ascorbique a été tracée (figure 4.45)

% d'inhibition
3

O T T T T T T 1
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35

[C] de I'acide ascorbique (mg/ml)

Figure 4.45 : Courbe d’étalonnage (acide ascorbique)

Une réduction de l'absorbance du DPPH en solution est observée avec
'augmentation de la dose des extraits a analyser (HE et EM) et I'antioxydant

standard.

4.2.5.1. Evaluation de l'activité anti-oxydante de 'HE de I'écotype Blida

D’une maniere générale, tous les extraits testés ont provoqué une
diminution plus ou moins importante de l'absorbance a 516 nm selon leurs

concentrations (figures 4.46, 4.47 et 4.48).

100 -
80 -
60 -
40 -

% d'inhibition

20 A

O T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14

[C] en HE (mg/ml)

Figure 4.46 : Taux d’inhibition du radical libre DPPH selon les concentrations de

I'HE (saison automnale)
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Figure 4.47 : Taux d’inhibition du radical libre DPPH selon les concentrations de

I'HE (saison hivernale)

100 -+
80 -
60 -
40 -~
20 -

O T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

[C] en HE (mg/ml)

% d'inhibition

Figure 4.48 : Taux d’inhibition du radical libre DPPH selon les concentrations de

I'HE (saison printaniere)

Il apparait clairement que l'augmentation de la concentration en I'huile
essentielle entraine 'augmentation de l'activité anti-oxydante par le piégeage du
radical DPPH. L'HE de l'écotype Blida présente un pourcentage d’inhibition
supérieur a 90% a des concentrations de I'ordre de 9.76 mg/ml pour le romarin
récolté en hiver, 10.52 mg/ml pour celui récolté en printemps et 11.3 mg/ml pour le

romarin récolté en automne.

On remarque que quelque soit la concentration des échantillons testés,
I'activité anti-oxydante de I'acide ascorbique (vitamine C) est nettement supérieure

a celle de I'huile essentielle (figure 4.49).
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Figure 4.49 : Taux d’inhibition des trois HE comparés a I'acide ascorbique.

Pour mieux caractériser le pouvoir antioxydant, nous avons introduit deux

parametres :

. Calcul d’ICs,
La capacité anti-oxydante des huiles essentielles testées est déterminée a partir

des ICso, parametres couramment utilisés pour mesurer ce paramétre. Il s’agit de
la concentration en extrait nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH dans une
période de temps définie. Une valeur faible d’ICs, correspond a une activité anti-

oxydante plus élevée de I'extrait (PRAKASH et al., 2007).

o Calcul du pouvoir anti-radicalaire (ARP)

Il est inversement proportionnel a I'lCs,. (ARP=1/ICs,)

Tableau 4.27 : Pouvoir anti-radicalaire de 'HE de R. officinalis (valeurs des ICs)

Saisons ICs0 (Mg/ml) ARP
_ Automne 4.114 0.243
Rosmarinus
L Hiver 1.096 0.912
officinalis
Printemps 2.528 0.395
Acide ascorbique 0.134 7.462

Les valeurs de ICs, pour les trois extraits testés et I'acide ascorbique sont
représentées dans la figure 4.50.
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L’antioxydant standard (I'acide ascorbique) utilisé a des fins comparatives a
montré une activité anti-radicalaire tres puissante avec ICs, de l'ordre de
0,134mg/ml.

Les résultats présentés dans la figure 5.28 montrent un ICs, €gal a
1.09mg/ml pour la saison d’hiver, 2.52 mg/ml pour la saison de printemps et enfin

4.11 mg/ml pour la saison d’automne

E
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©
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c
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Acide ascorbique HE d'hiver HE de printemps HE d'automne

Figure 4.50 : Concentration inhibant 50 % de la réaction.

Il semble que le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente avec
'augmentation de la concentration soit I'acide ascorbique ( vitamine C ) ou pour
les trois huiles essentielles du romarin. On remarque que le taux d’inhibition du
radical libre pour I'huile essentielle du romarin récolté en hiver est le plus élevé par
rapport & celui récolté en printemps suivi de celui récolté en automne pour toutes

les concentrations utilisées.

VILLANO et al., (2007) soulignent que cette activité est liée a la présence
des composés phénoliques dans 'huile essentielle.

Les études sur la composition chimique des huiles essentielles des plantes
aromatiques en relation avec le screening de leurs activités biologiques sont
abondantes. |l est établi dans de nombreux travaux que l'activité d’'une huile
essentielle est en rapport avec les composés majoritaires et les possibles effets

synergiques entre les constituants (VILLANO et al., 2007).
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En effet, il a été démontré que les constituants responsables de l'activité
anti-oxydante des huiles essentielles sont généralement des composés oxygénés

comme les phénols, les alcools et les cétones (BOURGOU et al., 2008)

4.2.5.2. Evaluation de l'activité anti-oxydante de 'EM de I'écotype Blida

Les résultats obtenus et exprimés en tant que taux d’inhibition, révelent que

les extraits méthanoliques testés sont des anti-radicalaires (figure 4.51).

% d'inhibition
58.9

58.8

58.7

58.6

58.5

58.4 -

58.3 -

58.2 -
EM d'Automne EM d'Hiver EM de Printemps

Figure 4.51 : Taux d’inhibition des extraits méthanoliques

L’extrait méthanolique de romarin récolté en hiver présente un taux

d’inhibition le plus élevé (58,78%), comparé a celui récolté en automne qui

présente un taux plus faible (58,43%).

e Calcul d’ICs, et ARP
Les paramétres de calcul de lactivité anti-oxydante (ICs, / ARP) sont

résumeés dans le tableau 4.28.
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Tableau 4.28 : Valeurs des ICs, et le pouvoir anti-radicalaire de 'EM du romarin

Saisons ICs0 (Mg/ml) ARP
_ Automne 0.483 2.07
Rosmarinus
L Hiver 0.343 2.915
officinalis
Printemps 0.484 2.066
Acide ascorbique 0.041 24.038
0.483 0.484

Concentration (mg/ml)

Acide ascorbique EM d'Hiver EM d'Automne EM de Printemps

Figure 4.52 : Activité anti radicalaire des extraits méthanoliques de I'écotype Blida

exprimée en ICso

On remarque que l'activité anti-radicalaire des extraits méthanoliques du
romarin reste inferieure en comparaison au contrble positif, (témoin: acide
ascorbique (figure 4.52).

Les résultats de l'activité anti-radicalaire des extraits du romarin sont en
accord avec ceux obtenus par ALMELA et al., (2006). Ces derniers ont constaté
que les extraits méthanoliques du romarin ont montré une activité anti-radicalaire,

est |égerement faible comparé au témoin (acide ascorbique).

97



Le pourcentage d’inhibition du radical DPPH augmente avec 'augmentation
de la concentration des extraits des plantes étudiées. Le méme constat a été fait
par BOUNATIROU et al., (2007); AAZZA et al., (2011) et PRIYA et al., (2012) qui
ont signalé que l'augmentation de la concentration des extraits entraine

'augmentation de 'activité anti-oxydante par le piégeage du radical DPPH.

La diminution de l'absorbance du radical DPPH provoqué par des
antioxydants est due a la réaction entre les molécules anti-oxydantes et du radical,
qui a comme conséquence le balayage du radical par donation d'’hydrogene. Ceci
est observée par une décoloration de pourpre au jaune [DUH et al., (1999);
CHANG et al., (2002) ; GULCIN et al., (2003) ; EBRAHIMZADEH et al., (2015) ].
Le virage vers cette coloration et son intensité dépend de la nature, la
concentration et la puissance de la substance anti-radicalaire (ROLLAND, 2004),
celui-ci est souvent utilisé pour la rapidité des résultats comme il est employé pour
le criblage des molécules dotées d'activités antioxydantes présentes dans les
extraits des végeétaux [YI, (2008) et NABAVI et al., (2010) ].

Les résultats du test de DPPH sont en accord avec ceux décrits dans la
littérature. En effet, le romarin est une plante qui appartient a la famille des
Lamiaceae, qui inclut un grand nombre de plantes qui sont bien connues pour
leurs propriétés antioxydantes et que la plupart de leurs composants antioxydants
ont été identifiés [KIVILOMPOLO, et HYOTYLAINEN (2007) ; TEPE et al., (2006)].
Le romarin fait partie des plantes ayants un pouvoir antioxydant naturel et le plus
élevé (PENG et al.,, 2005), ce dernier est due principalement aux composés
phénoliques liés a sa teneur en produits tels que I'a-pinéne et 1,8 cinéole et le
camphre appartenant a trois groupes : les diterpénes phénoliques, les acides
phénoliques et les flavonoides (ALMELA et al., 2006).

Selon MONFARED et al., (2011) la différence d’efficacité dépend
essentiellement du site de prélevement et de son étage bioclimatique ainsi que la

période de récolte.
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4.2.6. Evaluation de l'activité bactéricide de 'HE de I'écotype Blida

Le pouvoir bactéricide de I'huile essentielle de R. officinalis L., provenant de
la localité Sidi El Kebir (Blida), a été évalué sur une souche bactérienne Erwinia

amylovora.

La méthode de diffusion des disques nous a permis de mettre en évidence le
pouvoir antibactérien de I'huile essentielle de Blida récolté durant les saisons

(automne, 'hiver et le printemps).

Nous constatons que [laugmentation des diameétres d’inhibition est
proportionnelle avec 'augmentation des doses. Plus la dose est importante, plus

le diamétre est important (figure 4.53).

mm
15,09 Erwinia amylovora
B A utomne
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[IPrintemp
10,0
=
2
NS
=
=
=
4]
S
Y]
5,07
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0 25 a0 73 100
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[C]
Figure 4.53 : Effet bactéricide de 'HE du romarin de la région de Blida

Les résultats montrent que les zones d’inhibition les plus élevées sont
obtenues a la concentration Ci1/ (100%), avec une importante activité enregistrée
pour I'échantillon prélevé en période hivernale avec un diamétre d’inhibition de
12.83 mm. La concentration C2 a montré une activité inhibitrice aussi importante
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que Ci avec 10.00 mm de diameétre suivi par I'échantillon prélevé en hiver avec
9.52mm. L’activité inhibitrice a diminué pour la dose Cs ou I'échantillon prélevé de
I'hiver a manifesté la plus importante zone d’inhibition avec 9.00 mm suivi par celui
de printemps avec 8.83mm. Enfin la dose Ca4 a présenté I'activité inhibitrice la plus
faible pour les échantillons prélevés durant les trois saisons (printemps, hiver et

automne) avec respectivement : 7.33mm, 6.66mm et 6 mm.
e Concentration C1

L’analyse de la variance a double critére de classification MANOVA montre

qu’il existe une différence hautement significative (P=0.00<0.05) (Annexe C).
e Concentration Cz

L’analyse de la variance a double critére de classification MANOVA montre

qu’il existe :

- Une différence hautement significative (P=0.00<0.05) entre 'automne et les
deux autres saisons (hiver et printemps) (Annexe C)..
- Une différence non significative (P=0.25>0.05) entre I'hiver et le printemps
(Annexe C).
e Concentration Cs
L’analyse de la variance a double critére de classification MANOVA montre
qu’il existe :
- Une différence hautement significative (P=0.00<0.05) entre l'automne et les
deux autres saisons (hiver et printemps) (Annexe C).
- Une différence non significative (P=0.56>0.05) entre I'hiver et le printemps
(Annexe C).
e Concentration Ca
L’analyse de la variance a double critére de classification MANOVA montre

qu’il existe une différence significative (P= 0.03 <0.05) (Annexe C).

Les résultats concordent avec ceux obtenus par LOPEZ et al., (2005) qui
ont testé I'huile du romarin provenant de plusieurs régions de I'Est Algérien :
Kherrata (Bedjaia), Boutaleb (Sétif), Bibans (Bourdj Bou-Arriridj), Agmeroual et
N'gaous (Batna),et Boussaada (M'sila), ou les diamétres des zones d’inhibition

n’ont pas dépassé les 20 mm.
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Les travaux de plusieurs chercheurs montrent que les bactéries a Gram(-)
sont plus résistantes que les Gram(+), ceci est d0 aux différences structurales de
leurs membranes externes [INOUYE et al.,(2001), LOPEZ et al., (2005), BOZIN et
al., (2006)].,

Plusieurs travaux ont mis en évidence I'existence de multiples composés
bioactifs dans l'huile essentielle de R. officinalis qui influent sur [activité
antimicrobienne [SANTOYO et al., (2006), MILADI et al., (2013)].

Selon DORMANS, (2000), le principal facteur modifiant ['activité
antimicrobienne d’HE est le type et la structure moléculaire des composants actifs

présents dans cette HE.

Selon BOUAOUN et ses collaborateurs (2007), La plupart des composés
chimiques des H.E. sont dotés de propriétés antimicrobiennes mais ce sont les
composeés volatils majeurs notamment les phénols, les alcools et les aldéhydes

qui présentent les propriétés antimicrobiennes les plus importantes.

Selon DELAQUIS, (2002), lactivité antimicrobienne de certaines HE
pourrait aussi étre attribuée a la présence des composés mineurs présents a de

faibles taux et qui sont non négligeables tel que carvacrol, myrthénal et géraniol.

Ainsi, les effets antimicrobiens des HE ont été expliqués principalement par
la présence des terpénes, les hydroxyles des groupements phénoliques capables
de se lier aux sites actifs des enzymes cibles par des liaisons d’hydrogéne. Les
alcools terpéniques sont connus par leur fort pouvoir antibactérien, di a leur
solubilité dans I'eau, ce qui leur confére une haute habilité a pénétrer les parois
des cellules bactériennes (AMMAM, 2014).
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4.2.7. Evaluation de l'activité insecticide de I'HE

L’activité insecticide de 'HE du romarin provenant de la localité Sidi El
Kebir (Blida) vis-a-vis la mineuse de la tomate, a été évaluée par la détermination

du taux de mortalité des larves de Tuta absoluta (figure 4.54 )
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Figure 4.54 : Effet insecticide de I'HE du romarin de la région de Blida

Les résultats montrent que les concentrations Ci, Cz, C3, C4 et Cs des trois

huiles étudiées ont présenté un taux de mortalité maximal (100%).

L’analyse de la variance MANOVA montre qu’il existe une différence non
significative (P=1.00>0.05) (Annexe C).

La concentration Ce a montré une activité biocide pour les différentes
huiles étudiées, la plus importante a été marquée par I'HE extraite des plantes
récoltées en automne (mortalité de la totalité des larves), et la plus faible a été
présentée par I'HE extraite des plantes récoltées en hiver avec 75% de mortalité

des larves.
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L’analyse de la variance MANOVA montre qu’il existe une différence
hautement significative (P=0.00<0.05) (Annexe C).

Un taux de mortalité élevé par les huiles du romarin de la région de Blida
récolté durant les saisons, vis-a-vis les larves de Tuta absoluta. Il ressort de ces
résultats que I'utilisation des huiles essentielles de R. officinalis dans la lutte contre
la mineuse de la tomate s’avére efficace et présente un effet biocide important qui
varie selon les doses appliqués.

Cette efficacité des huiles essentielles semble étre due a I'application du
liquide dont la cible la plus exposée est la cuticule des ravageurs, sur laquelle le
produit en s’étalant et s’oxydant au contact de l'air finit par former une pellicule qui
peut obturer en méme temps les orifices respiratoires, perturber, voir méme inhiber
les échanges respiratoires, comme elle peut occasionner la destruction structurale
et biochimique de la cuticule par la déshydratation de la larve. REGNAULT et al.,
(2002), précisent en montrant que toutes les huiles essentielles ont des propriétés
insecticides de différentes actions, aussi bien une toxicité par contact qui provient
de la formation d’un film imperméable isolant I'insecte de I'air et provoquant son
asphyxie ou une toxicité par inhalation dde a la richesse de la plante en composés
volatils.

Plusieurs études sont en cours pour évaluer I'intérét des huiles essentielles
dans la protection des cultures. On peut citer par exemple celles menées par
'ITAB (Institut Technique de I'Agriculture Biologique) qui, en 2012, a travaillé sur

I'inscription de certaines plantes en tant que substances de base.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Un grand nombre des plantes aromatiques et médicinales contiennent des
composés chimiques ayant des propriétés antimicrobiennes et anti-oxydantes.
L’utilisation de ces molécules a base de plantes aromatiques et médicinales peut
présenter de nombreux avantages par rapport aux produits de synthese actuels.
Le facteur environnemental, les conditions climatiques et géographiques qui
changent d’'une région a une autre ainsi que la période de la cueillette (saison),

présentent un effet direct sur les parameétres que nous avons étudié.

Le dosage des parametres physiologiques et biochimiques des trois
ecotypes (Blida, Djelfa et M’sila) a révélé I'existence d’'une corrélation entre la
variation des conditions climatiques (la région) et la réponse des écotypes.
L’écotype Djelfa a présenté les teneurs les plus élevées en chlorophylle, proline et

sucres solubles avec respectivement : 1.23 pg/ gMF, 0.96 ug/gMF et 3.71 ug/gMF.

L’analyse climatique montre I'existence d’un hiver plus doux a Blida et
M’sila comparativement a un hiver plus rigoureux a Djelfa ce qui explique les
teneurs élevées en chlorophylles, proline et sucres solubles enregistrées par ce

dernier.

Au cours de cette étude, nous avons signalé une différence dans la
composition et le rendement en huiles essentielles de Rosmarinus officinalis issue
des trois régions (Blida, Djelfa et M’sila). Cette différence est probablement due a
plusieurs facteurs, tels que la variation des conditions climatiques et édaphiques,

les conditions de conservation des échantillons ainsi que la méthode d’extraction.

L’analyse de ces huiles par CG/MS montre que le composé maijoritaire
commun entre les trois régions : Blida, Djelfa et M’sila, est I'a-pinéne avec :
20.33 %, 19.25 % et 10.40% respectivement.

Les résultats montrent que le facteur région influe sur la composition

chimique et la composition majoritaire de I'HE du romarin.
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La méthode d’aromatogramme a permis de mettre en évidence le pouvoir
antibactérien de I'huile essentielle et de I'extrait méthanolique du romarin vis-a-vis

les souches bactériennes testées.

Nous avons constaté que les 'HE du romarin posséde une activité
antimicrobienne plus importante que 'EM de la méme plante, vis-a-vis les
souches testées exception Pseudomonas aeroginosa qui a montré une résistance

envers les deux extraits (HE et EM).

L’HE extraite du romarin de Blida a présenté un pouvoir antimicrobien plus
important que celle extraite du romarin de Djelfa. Ce pouvoir est puissant sur :
S. aureus et E. faecalis avec un diamétre d’inhibition: 24 mm et 16 mm
respectivement, alors qu’il est moyen sur B. cereus (12 mm) et presque nul sur

E. coli (9 mm).

L’HE et 'EM issus des deux écotypes Blida et Djelfa ont montré une activité

antimicrobienne vis-a-vis les bactéries a gram (+) que les bactéries a gram (-).

Le dosage des paramétres physiologiques et biochimiques du romarin de
Blida récolté durant les trois saisons (automne, hiver et printemps) a montré

I'existence d’'une corrélation entre la saison et la réponse de la plante.

Les résultats montrent que les teneurs les plus élevées en chlorophylle,
proline et en sucres solubles sont enregistrées chez le romarin récolté en

printemps avec respectivement 0.77 ug/ gMF, 0.07 pg/ gMF et 3.31 ug/ gMF.

En effet, les taux d’accumulation des osmolytes durant les différentes
saisons peuvent nous indiquer la capacité d’adaptation de la plante étudiée

(romarin) aux changements saisonniers.

Le rendement en HE extraite du romarin récolté a Blida durant la saison
printaniére est supérieur (0.76 %) a ceux enregistrés durant les deux autres

saisons : automne (0.17 %) et hiver (0.28 %).
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L’analyse chimique montre que la composition chimique des HE extraites
des plantes durant les différentes saisons sont quantitatives et non qualitatives car
la nature des constituants reste la méme, c'est la teneur en composants qui

different selon les périodes de récolte.

Nous constatons d’aprés les résultats que la détermination de la période de

récolte est primordiale en terme de rendement et de qualité de I'HE.

L’HE extraite des plantes récoltées a Blida durant le printemps présente
une activité antimicrobienne plus élevée que celle extraite des plantes récoltées

en automne et en hiver vis-a-vis les souches testées.

Les résultats ont montré que la sensibilité des micro-organismes est
dépendante du germe testé et du gram (positif ou négatif) comme elle peut varier

selon les HE extraites de différentes récoltes.

Le résultat du test de DPPH montrent que quelque soit la concentration des
échantillons testés (HE et EM) l'activité anti-oxydante de l'acide ascorbique est
nettement supérieure a celle des extraits testés. D’'une maniére générale, les
extraits testés ont présenté un taux d’inhibition du radical libre DPPH plus ou

moins important.

L’activité anti-oxydante des HE est plus importante que celle des EM

extraites du romarin récolté durant les trois saisons (automne, hiver et printemps).

L’utilisation des huiles essentielles de R. officinalis dans la lutte contre
Erwinia amylovora (feu bactérien) s’avére efficace et présente un effet biocide
important qui varie selon les doses appliquées et selon les saisons.

Les résultats montrent que les zones d’inhibition les plus élevées sont
obtenues a la concentration Ci1 (100%), avec une importante activité enregistrée
pour I'échantillon prélevé en période hivernale avec un diamétre d’inhibition de
12.83 mm.

La mise en évidence de l'activité insecticide des huiles essentielles de

R. officinalis dans la lutte contre Tuta absoluta (la mineuse de la tomate) a montré
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que les concentrations Ci (100%), C2 (75%), Cs (50%), Ca4 (25%) et Cs (10%) des

trois huiles étudiées ont présenté un taux de mortalité maximal (100%).

A lissu de ce travail de recherche, et en vue d’approfondir les résultats
obtenus, il est souhaitable d’étudier d’autres provenances en utilisant des
techniques plus performantes en vue de mettre en lumiére d’autre effets

thérapeutiques et biocides du romarin.
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Annexe A

1. Détermination de I'indice de réfraction (Ir)
e Mode opératoire

- L'instrument est réglé a une température ambiante;

- Verser une goutte d’H.E sur la surface du prisme ;

- Fermer le couvercle du prisme, assurer que le film d’H.E ne contient pas de
bulles d’air, puis pointer le réfractométre en direction d’'une source lumineuse;

- Quand il y a du liquide sur le prisme, le champ est divisé en une partie claire et
une partie sombre. Le point auquel la ligne de démarcation entre ces deux
parties traverse I'échelle verticale, donne la mesure. On peut ajuster la ligne sur
I'échelle verticale a l'aide de vis située au-dessus ou au -dessous de la boite

contenant le prisme, et on lie avec précision la valeur affichée.

2. Détermination de I'indice d’acide
e Mode opératoire

-Introduire dans un erlenmeyer 0.5 g/l d’huile essentielle, 25 ml d’éthanol ;
-Ajouter 5 gouttes de solution de phénophtaléine, comme indicateur et

-Neutraliser la solution avec I'hydroxyde de potassium contenu dans la burette

jusqu’a ce que la coloration rose persiste pendant une dizaine de secondes.

3. Détermination de I'indice d’ester
e Principe

Hydrolyse des esters par chauffage dans des conditions définies, en présence
d’'une solution éthanolique titrée d’hydroxyde de potassium et dosage de

I'excés d’alcali par une solution titrée d’acide chlorhydrique
e Reéactifs

- Ethanol a 95% volumique.
- C (KOH)= 0.5 molll
- C (HCh=0.5molll
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Mode opératoire

Introduire dans un ballon 0.5 g d’huile essentielle, ajouter a I'aide d’une
burette 25ml de la solution d’hydroxyde de potassium KOH ainsi que des
fragments de pierre de ponce ;

Adapter un tube en verre au réfrigérant puis placer le ballon sur le bain
d’eau bouillante pendant une heure et

Laisser le ballon refroidir, démonter le tube, ajouter 20 ml d’eau puis 5
gouttes de solution de phénophtaléine, comme indicateur et enfin titrer

I'excés d’hydroxyde de potassium avec une solution d’acide chlorhydrique.

Milieu levane :

Extrait de [evure .........ccccceeeeiiieiiiiieeeeiieeei 20g
Bactopeptone (DifCO) ........cooveiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 500
SACCNAIOSE ..ot 50,0
Chlorure de sodium ..........cccceeeeiiiiiiineeeieeceeeeeeeees 50¢g
Agar bactériologique .........cooocuuieeiieriiiiiieeeee e 20,09

Ajuster le pH a 7,2. Apres autoclavage a une température >a 121°C
pendant environ 20 minutes, le milieu est laissé a refroidir suffisamment

pour pouvoir le couler en boites de Pétri.
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Annexe B

1. Matériel et méthodes

Figure : Chromatographe en phase gazeuse couplé au détecteur a un
spectrophotomeétre de masse de type : Trace GC Ultra DSQII

Figure : Paillasse de travail (CG/MS)
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Figure: Préparation de I'inoculum bactérien

Figure : Préparation des milieux de culture.
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Figure : diffusion des extraits de romarin en milieu solide.

Figure : Préparation des dilutions des extraits du romarin

(activité anti-oxydante)
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2. Résultats

Figure : Effet de 'HE du romarin sur Staphylococcus aureus

Figure : Effet de 'HE du romarin sur Enterococcus faecalis
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Figure : Effet de 'HE du romarin sur Enterococcus faecalis

Pseudomonas aeroginosa
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Composition chimique de ’HE du romarin récolté a M’sila

BULLETIN D’ANALYSE N°: 22903

Huile essentielle de Romarin 1l Reocion Msila

A

_ : nalytiq!
Analvse chromatosraphioue par GC/VS
+

Tr Composes %% I| Tr Composés Y
4,71 Tncycléne 0,143 249 Chrysanténone 1,040
4,82 Alpha-Thujéne 0062 203 Camphre 2205
4,96 Alpha-Pinéne 10,403 0.04 Camphéne-Hvydrate 0,151
5,280 Camphéne 3,607 9,12 Tranz-Pinocamphone 0,328
5,38 Thuja-2 4(10)-ditne 0,567 0.15 Pinocarvone 0,454
3,74 Sabinéne 0,124 033 Bomeéol 10617
3,83 Béta-Finéne 1328 9.3% Cis-Pinocamphone 3,189
6,00 1-Octéne-3-ol 0,196 944 Terpinéne-4-pl 1,175
6,08 3-Octanone 0080 068 Alpha-Terpinéol 2081
6,12 Myrcéne 1,120 0,27 Verbénone 6,714
642 Alpha-Phellandréne 0.264 10,45 Géraniol 1.063
6,46 Delta-3-Caréne 1.335 1090 Acétate de Lavandulyle 0,048
6,63 Alpha-Terpinéne 0,284 10,96 Acétate de Bomyle 20355
6.78 Para-Cymeéne 0984 12,12 Alpha-¥langéne 0,137
6,86 Limoneéne 3284 12,19 Alpha-Copaéne 0075
6.92 Eucalyptol 12,171 12,77 Beéta-Caryophylléne 1,142
7.01 (Z)-Béta-Ociméne 0,096 13,46 Gamma-Muroléne 0,072
7.39 Gamuma-Terpinéne 0436 13,26 Alpha-Amorphéne 0,035
7.63 Cis-Hydrate de Sabinéne 0,131 13,93 Gamma-Cadinéne 0,037
726 Terpinoléne 0,901 1398 Delta-Cadinéne 0,121
797 Para-Cymeénéne 0083 1476 Oxyde de Caryophylléne 0426
3,15 Lmalol 4923 13,08 Humuléne-1 2-Epoxyde 0,055
226 Filifolone 0218 Total 06,071
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Composition chimique de ’'HE du romarin récolté a Djelfa

BULLETIN D’ANALYSE N°: 22904

Heuile essentielle de Romarin 2 Recion Djelfa

LE) VA

138

Analvse chromatoeraphigue par GC/FID nalytiq
Tr Composes Yo Tr Composeés %o
472 Tncycléne 0832 2,95 Camphre 3002
481 Alpha-Thujene 0,134 0,05 Camphéne-Hydrate 0,230
497 Alpha-P'inénE 19250 0.16 Pinocarvone 0082
3,30 Camphéne 10,036 0,32 Delta-Terpinéol 2,482
5.3% Thuja-2,4(10)-didne 0,105 944 Terpinéne-4-pl 1.083
3,77 Sabinéne 0,100 968 Alpha-Terpinéol 0,769
3,85 Béta-Pinéne 4,483 10,96 Acétate de Bomyle 0313
6,12 Myrcéne 0,481 12,11 Alpha-Ylangéne 0.020
6.43 Alpha-Phellandréne 0212 12,20 Alpha-Copaéne 0.095
6.63 Alpha-Terpinéne 0392 12,77 Béta-Caryophylléne 0.831
6,78 Para-Cymene 1,545 1323 Alpha-Hurmiéne 0,133
6,86 Limonene 3411 13 46 Gamrna-Minroléne 0,103
6,02 Eucalyptol 3,360 13 26 Alpha-Amorphéne 0,032
701 (Z)-Béta-Ociméne 0,069 13,03 Gamma Cadinéne 0,074
7.39 Gamma-Terpmeéne 0399 13,98 Delta-Cadinéne 0,174
763 Cis-Hydrate de Sabmeéne 0.043 14,76 Omyde de Caryophylléne 0,126
7.86 Terpmoléne 0,177 1509 Humuléne-1,2-Epoxvde 0,015
2,16 Linalel 0,104 Total 00076
347 Chrysanténone 0,127 '




6%

gﬂw."
(L8 A

S

oy

v v—v v > » . . v » v O ey e —————

Figure: Composition chimique de I'HE du romarin récolté a Djelfa
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Annexe C

1. Analyses statistigues : Région

Analyse ANOVA : Paramétres physiologiques et biochimiques

Intervalle de confiance a
95%
Borne Borne

inféri supéri

Variable dépendante Signification eure eure
Cha Blida Djelfa 0,00 -0,40 -0,10
Msila 0,33 -0,07 0,22
Djelfa Blida 0,00 0,10 0,40

Msila 0,00 0,18 0,47

Msila Blida 0,33 -0,22 0,07
Djelfa 0,00 -0,47 -0,18
Chb Blida Djelfa 0,01 -0,35 -0,08
Msila 0,18 -0,05 0,23
Djelfa Blida 0,01 0,08 0,35
Msila 0,00 0,17 0,44
Msila Blida 0,18 -0,23 0,05

Djelfa 0,00 -0,44 -0,17

Ch a+b Blida Djelfa 0,00 -0,61 -0,32
Msila 0,03 0,02 0,31
Djelfa Blida 0,00 0,32 0,61
Msila 0,00 0,48 0,78
Msila Blida 0,03 -0,31 -0,02
Djelfa 0,00 -0,78 -0,48
Proline Blida Djelfa 0,00 -1,04 -0,75
Msila 0,22 -0,23 0,05
Djelfa Blida 0,00 0,75 1,04
Msila 0,00 0,66 0,95
Msila Blida 0,22 -0,05 0,23
Djelfa 0,00 -0,95 -0,66
Sucres Blida Djelfa 0,14 -0,95 0,14
Solubles Msila 0,19 -0,91 0,19
Djelfa Blida 0,14 -0,14 0,95
Msila 0,97 -0,50 0,59
Msila Blida 0,19 -0,19 0,91
Djelfa 0,97 -0,59 0,50
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Interactions inter-parametres

Région de
M’sila

Corrélations

Cha

Chb

Ch a+b

proline

Sucres s

Cha

Chb

Ch a+b

proline

sucres s

Corrélation
de
Pearson
Sig.
(bilatérale)

Corrélation
de
Pearson
Sig.
(bilatérale)

Corrélation
de
Pearson
Sig.
(bilatérale)

Corrélation
de
Pearson
Sig.
(bilatérale)

Corrélation
de
Pearson
Sig.
(bilatérale)

-,909

273

,855

,347

-, 730

479

,237

,848

-,909

,273

-,562

,620

,380

,752

-,620

575

,855

,347

-,562

,620

-,979

,132

-,301

,806

-, 730

479

,380

, 752

-,979

,132

491

,673

,237

,848

-,620

,575

-,301

,806

491

,673
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Région
de Djelfa

Corrélations

Cha

Chb

Ch a+b

proline

Sucres s

Cha

Chb

Ch a+b

proline

sucres s

Corrélation
de
Pearson
Sig.
(bilatérale)

Corrélation
de
Pearson
Sig.
(bilatérale)

Corrélation
de
Pearson
Sig.
(bilatérale)

Corrélation
de
Pearson
Sig.
(bilatérale)

Corrélation
de
Pearson
Sig.
(bilatérale)

-,909

273

,855

,347

-, 730

479

,237

,848

-,909

,273

-,562

,620

,380

,752

-,620

575

,855

347

-,562

,620

-,979

,132

-,301

,806

-,730

479

,380

, 752

-,979

,132

,491

,673

,237

,848

-,620

,575

-,301

,806

491

,673
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Région
de Blida

Corrélations

Cha

Chb

Ch

proline

sucres
S

Cha

Corrélation
de
Pears
on

-,999"

-,998"

-112

-,679

Sig.
(bilaté
rale)

,029

,038

,928

,525

Chb

Corrélation
de
Pears
on

YO © O

1,000™

,067

;711

Sig.
(bilaté
rale)

,029

,009

,957

,496

Ch

+

Corrélation
de
Pears
on

Y00 O O™

1,000™

,053

721

Sig.
(bilaté
rale)

,038

,009

,966

487

Proline

Corrélation
de
Pears
on

,067

,053

-,654

Sig.
(bilaté
rale)

,957

,966

,547

sucres
S

Corrélation
de
Pears
on

, 711

721

-,654

Sig.
(bilaté
rale)

Y9o~No-

,52

,496

487

547

*, La corrélation est significative au niveau 0.05 (bilatéral).

** | a corrélation est significative au niveau 0.01 (bilatéral).

143




Analyse MANOVA : Activité antimicrobienne

Comparaisons par paire

Intervalle de
confiance de la
o différence a 95%"
Différence
des
moyennes Erreur Sig. Borne Limite
Variable dépendante (I-9) standard inférieure | supérieure
E coli H Blida Djelfa -0,25 0,81 0,76 -2,02 1,52
Djelfa Blida 0,25 0,81 0,76 -1,52 2,02
E Blida Djelfa 0,00 0,81 1,00 -1,77 1,77
Djelfa Blida 0,00 0,81 1,00 -1,77 1,77
P H Blida Djelfa 0,00 0,00 0,00 0,00
aeroginosa Djelfa Blida 0,00 0,00 0,00 0,00
E Blida Djelfa 0,00 0,00 0,00 0,00
Djelfa Blida 0,00 0,00 0,00 0,00
E faecalis H Blida Djelfa 8,500 1,13 0,00 6,04 10,96
Djelfa Blida -8,500" 1,13 0,00 -10,96 -6,04
E Blida Djelfa 1,50 1,13 0,21 -0,96 3,96
Djelfa Blida -1,50 1,13 0,21 -3,96 0,96
S aureus H Blida Djelfa 7,000 0,80 0,00 5,26 8,74
Djelfa Blida -7,000" 0,80 0,00 -8,74 -5,26
E Blida Djelfa 2,250 0,80 0,02 0,51 3,99
Djelfa Blida -2,250" 0,80 0,02 -3,99 -0,51
B, cereus H Blida Djelfa 0,00 1,10 1,00 -2,40 2,40
Djelfa Blida 0,00 1,10 1,00 -2,40 2,40
E Blida Djelfa 3,500 1,10 0,01 1,10 5,90
Djelfa Blida -3,500" 1,10 0,01 -5,90 -1,10

Basée sur les moyennes marginales estimées

* La différence des moyennes est significative au niveau ,05.

b. Ajustement des comparaisons multiples : Différence la moins significative (équivalent & aucun ajustement).
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2. Analyse statistique : Saison

Tableau : Analyse ANOVA Paramétres physiologiques et biochimiques

Intervalle de confiance a

95%
Borne Borne
Variable dépendante Signification | inférieure supérieure

Cha Automne Hiver 0,00 -0,22 -0,09
Printemps 0,00 -0,33 -0,20

Hiver Automne 0,00 0,09 0,22

Printemps 0,00 -0,17 -0,04

Printemps Automne 0,00 0,20 0,33

Hiver 0,00 0,04 0,17

Chb Automne Hiver 0,42 -0,18 0,07
Printemps 0,85 -0,15 0,10

Hiver Automne 0,42 -0,07 0,18

Printemps 0,71 -0,09 0,16

Printemps Automne 0,85 -0,10 0,15

Hiver 0,71 -0,16 0,09

Ch a+b Automne Hiver 0,00 -0,32 -0,11
Printemps 0,00 -0,39 -0,18

Hiver Automne 0,00 0,11 0,32

Printemps 0,15 -0,18 0,03

Printemps Automne 0,00 0,18 0,39

Hiver 0,15 -0,03 0,18

Proline Automne Hiver 0,86 -0,02 0,02
Printemps 0,00 -0,06 -0,02

Hiver Automne 0,86 -0,02 0,02

Printemps 0,00 -0,06 -0,02

Printemps Automne 0,00 0,02 0,06

Hiver 0,00 0,02 0,06

Sucres Automne Hiver 0,00 -1,30 -0,35
Solubles Printemps 0,00 2,83 1,88
Hiver Automne 0,00 0,35 1,30

Printemps 0,00 -2,00 -1,05

Printemps Automne 0,00 1,88 2,83

Hiver 0,00 1,05 2,00
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Corrélations

Blida

Saison de printemps

Corrélations

Cha

Chb

Ch a+b

proline

sucres s

Cha

Corrélation
de
Pearson

-,999"

-,998"

-,112

-,679

Sig.
(bilatérale)

,029

,038

,928

,525

Chb

Corrélation
de
Pearson

-,999"

1,000™

,067

, 711

Sig.
(bilatérale)

,029

,009

,957

,496

Ch
a+b

Corrélation
de
Pearson

-,998"

1,000™

,053

721

Sig.
(bilatérale)

,038

,009

,966

487

Proline

Corrélation
de
Pearson

-,112

,067

,053

-,654

Sig.
(bilatérale)

,928

,957

,966

,547

sucres s

Corrélation
de
Pearson

-,679

, 711

721

-,654

Sig.
(bilatérale)

,525

,496

487

,547

*. La corrélation est significative au niveau 0.05 (bilatéral).

**_La corrélation est significative au niveau 0.01 (bilatéral).
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Corrélations
Blida
Saison d’hiver

Corrélations

Cha Chb Ch a+b proline sucres s
Ch a Corrélation 1 - , 789 ,965 ,582
de Pearson ,
g
2
4
Sig. ,250 421 ,169 ,605
(bilatérale)
Chb Corrélation -,924 1 -,493 -, 790 -,225
de Pearson
Sig. ,250 ,671 ,420 ,855
(bilatérale)
Ch a+b Corrélation ,789 - 1 ,923 ,959
de Pearson ,
4
g
3
Sig. 421 ,671 ,252 ,184
(bilatérale)
proline Corrélation ,965 - ,923 1 775
de Pearson ,
7
g
q
Sig. ,169 ,420 ,252 ,435
(bilatérale)
sucres s Corrélation ,582 - ,959 775 1
de Pearson )
2
2
g
Sig. ,605 ,855 ,184 ,435
(bilatérale)
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Corrélations

Blida

Saison d’automne

Corrélations

Cha Chb Ch a+b proline sucres s
Ch a Corrélation 1 ,057 , 793 ,278 ,619
de Pearson
Sig. ,964 417 ,821 ,575
(bilatérale)
Chb Corrélation ,057 1 ,653 -,943 ,819
de Pearson
Sig. ,964 ,547 ,216 ,389
(bilatérale)
Ch a+b Corrélation ,793 ,653 1 -,364 ,969
de Pearson
Sig. A17 547 ,763 ,158
(bilatérale)
proline Corrélation ,278 - -,364 1 -,582
de Pearson ,
9
4
3
Sig. ,821 ,216 , 763 ,604
(bilatérale)
sucres s Corrélation ,619 ,819 ,969 -,582 1
de Pearson
Sig. ,575 ,389 ,158 ,604
(bilatérale)
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Analyse MANOVA : Activité antimicrobienne

able dépendante ;aison saison Signification Intervalle de confiance a 95%
Borne inférieure orne supérieure

Hiver ,013 1,6608 10,3392
Automne

Printemps ,000 7,6608 16,3392

Automne ,013 -10,3392 -1,6608

S aureus Hiver

Printemps ,013 1,6608 10,3392

Automne ,000 -16,3392 -7,6608
Printemps

Hiver ,013 -10,3392 -1,6608

Hiver ,718 -4, 7477 8,0810
Automne

Printemps ,540 -4,0810 8,7477

Automne ,718 -8,0810 47477

E coli Hiver

Printemps ,946 -5,7477 7,0810

Automne ,540 -8,7477 4,0810
Printemps

Hiver ,946 -7,0810 5,7477

149




Analyse MANOVA : Activité bactéricide

[C] () saison (J) saison Sig.b Intervalle de confiance de la différence a 95%"
Borne inférieure Limite supérieure
Hiver 1,000 -,652 ,652
Automne
Printemp 1,000 -,545 ,545
Automne 1,000 -,652 ,652
0 Hiver
Printemp 1,000 -,618 ,618
Automne 1,000 -,545 ,545
Printemp
Hiver 1,000 -,618 ,618
Hiver ,026 -1,250 -,084
Automne )
Printemp ,000 -1,916 -, 750
Automne ,026 ,084 1,250
25 Hiver
Printemp ,026 -1,250 -,084
. Automne ,000 ,750 1,916
Printemp
Hiver ,026 ,084 1,250
Hiver ,000 -3,250 -2,084
Automne )
Printemp ,000 -3,083 -1,917
] Automne ,000 2,084 3,250
50 Hiver
Printemp ,564 -,416 , 750
. Automne ,000 1,917 3,083
Printemp
Hiver ,564 -,750 ,416
Hiver ,000 -2,250 -1,084
Automne
Printemp ,000 -2,583 -1,417
Automne ,000 1,084 2,250
75 Hiver
Printemp ,252 -,916 ,250
. Automne ,000 1,417 2,583
Printemp
Hiver ,252 -,250 ,916
Hiver ,000 -3,250 -2,084
Automne
Printemp ,000 -1,916 -, 750
Automne ,000 2,084 3,250
100 Hiver
Printemp ,000 , 750 1,916
Automne ,000 ,750 1,916
Printemp
Hiver ,000 -1,916 -,750
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Analyse MANOVA : Activité insecticide

Variable dépendante: Taux de mortalité (T absoluta)

Intervalle de confiance
de la différence a
95%°
Différence des Erreur
moyennes (I- standar Borne Limite
Concentration J) d Sig.P inférieure supérieure
Dilution 5 Automne Hiver 8,882E-16 1,029 1,000 -2,076 2,076
Printemps 3,375E-14 1,029 1,000 -2,076 2,076
Hiver Automne -8,882E-16 1,029 1,000 -2,076 2,076
Printemps 3,286E-14 1,029 1,000 -2,076 2,076
Printemps Automne -3,375E-14 1,029 1,000 -2,076 2,076
Hiver -3,286E-14 1,029 1,000 -2,076 2,076
Dilution 4 Automne Hiver 8,882E-16 1,029 1,000 -2,076 2,076
Printemps 3,375E-14 1,029 1,000 -2,076 2,076
Hiver Automne -8,882E-16 1,029 1,000 -2,076 2,076
Printemps 3,286E-14 1,029 1,000 -2,076 2,076
Printemps Automne -3,375E-14 1,029 1,000 -2,076 2,076
Hiver -3,286E-14 1,029 1,000 -2,076 2,076
Dilution 3 Automne Hiver -3,516E-15 1,029 1,000 -2,076 2,076
Printemps 2,609E-14 1,029 1,000 -2,076 2,076
Hiver Automne 3,516E-15 1,029 1,000 -2,076 2,076
Printemps 2,961E-14 1,029 1,000 -2,076 2,076
Printemps Automne -2,609E-14 1,029 1,000 -2,076 2,076
Hiver -2,961E-14 1,029 1,000 -2,076 2,076
Dilution 2 Automne Hiver -3,516E-15 1,029 1,000 -2,076 2,076
Printemps 2,609E-14 1,029 1,000 -2,076 2,076
Hiver Automne 3,516E-15 1,029 1,000 -2,076 2,076
Printemps 2,961E-14 1,029 1,000 -2,076 2,076
Printemps Automne -2,609E-14 1,029 1,000 -2,076 2,076
Hiver -2,961E-14 1,029 1,000 -2,076 2,076
Dilution 1 Automne Hiver 5,625E-15 1,029 1,000 -2,076 2,076
Printemps -3,938E-14 1,029 1,000 -2,076 2,076
Hiver Automne -5,625E-15 1,029 1,000 -2,076 2,076
Printemps -4,500E-14 1,029 1,000 -2,076 2,076
Printemps Automne 3,938E-14 1,029 1,000 -2,076 2,076
Hiver 4,500E-14 1,029 1,000 -2,076 2,076

151




