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Résumé

Rosmarinus officinalis L. est une plante médicinale qui s’adapte bien aux
conditions climatiques semi-aride et aride. Son huile essentielle est largement utilisée

dans l'industrie pharmaceutique et cosmeétique.

L’extraction de I'huile essentielle de la partie aérienne de I'espéce par hydro-
distillation a permis d'obtenir un rendement de 0,31%, conforme au standards
international. L’analyse chimique de [I'huile essentielle par CG/SM a permis
d’identifier 25 composés terpéniques, dont les constituants majoritaires sont: a-
Pinene (20,43%), Camphre (19,13%), Barneol (11,37) et Vebenone (12,13).

L’évaluation de L’activité antimicrobienne sur 6 souches (3 gram — et 1 gram +), une
moisissure et une levure, a montré un effet antibactérien intéressant sur les
souches a (gram -) principalement E.coli(16mm) et s’est montré résistante sur
Staphylo (8mm) (gram+), et un effet antifongique important vis-a-vis candida (10

mm) et aspergilus (12 mm).

L’activité antioxydante a été évaluée en utilisant la méthode de réduction de radical
libre DPPH, en comparaison avec [Iantioxydant synthétique [I'acide
ascorbique(témoin). L’huile essentielle de romarin et I'acide ascorbique ont pu
réduire le radical DPPH avec des valeurs de CI50 de 0.146 mg/ml et de 0.107 mg/ml,
respectivement. L’huile essentielle est dotée d’'un potentiel anti radicalaire et anti-
oxydant modérée par rapport aux antioxydants standards employés (acide

ascorbique)

Mots clés : Romarin, Huile essentielle (HE), CGMS, activité antimicrobienne, activité
antioxydante.
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Summary

Rosmarinus officinalis L. is a medicinal plant that adapts well to semi-arid and
arid climatic conditions. Its essential oil is widely used in the pharmaceutical and

cosmetic industry.

Extraction of the essential oil from the aerial part of the species by hydro-
distillation resulted in a yield of 0.31%, in accordance with international standards.
the chemical analysis of the essential oil by GC / MS identified 25 terpenic
compounds, the majority of which are: a-Pinene (20.43%), Camphor (19.13%),
Barneol (11, 37) and Vebenone (12, 13).

Evaluation of the antimicrobial activity on 6 strains (3 gram - 1 gram +), a
mold and yeast, showed an interesting antibacterial effect on E.coli (16mm) (gram -)
strains and was shown resistant on Staphylo (8mm) (gram +), and an important

antifungal effect against candida (10 mm) and aspergilus (12 mm).

The antioxidant activity was evaluated using the free radical reduction
method DPPH, in comparison with the synthetic antioxidant ascorbic acid (witness).
Essential oil of rosemary and ascorbic acid were able to reduce the DPPH radical
with values of IC50 of 0.146 mg / ml and 0.107 mg / ml, respectively. The essential oil
has a moderate anti-radical and antioxidant potential compared to the standard

antioxidants used (ascorbic acid).

Key words: Rosemary, Essential oil (HE), CGMS, antimicrobial activity, antioxidant

activity.
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Introduction

Depuis des milliers d'années, 'hnomme utilisait les plantes trouvées dans la
nature, pour traiter et soigner des maladies (SANAGO, 2006)..Selon I'Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) (2003), environ 65-80% de la population mondiale a
recours a la médecine traditionnelle pour satisfaire ses besoins en premiers soins
en raison de la pauvreté et du manque d'acces a la médecine moderne (MA et al.,
1997).

L’Algérie recele d’'un patrimoine végétal important par sa richesse et sa
diversité dans les régions cétiéres, les massifs montagneux, les hauts-plateaux, la
steppe et les oasis sahariennes : on y trouve plus de 3000 especes végétales. Parmi
ces ressources naturelles les plantes aromatiques et médicinales qui occupent une
large place et jouent un grand réle dans I'’économie nationale. Elles sont utilisées
dans différents domaines : industrie alimentaire, conserverie, pharmacie, et
phytothérapie (DURAFFOURD et al., 1997)..

En effet, les plantes possedent des milliers de substances actives a
I'intérieur de leurs organes (feuilles, fleurs, racines,...) et peuvent, selon des
techniques chimiques (extraction, distillation,....), permettre l'isolation du principe actif
tels que les composés phénoliques, les huiles essentielles dont ils possedent des
intéréts multiples et des propriétés trés intéressantes mis en faveur de I'industrie
agroalimentaire (additifs, colorants, arémes, agents de conservation) ,
pharmaceutique, et agriculture. L’'usage des huiles essentielles remonte a fort
longtemps, puisque I'hnomme préhistorique pratiquait I'extraction traditionnelle des

principes odorants et médicinals des plantes.

L’exploitation et la valorisation de ces ressources naturelles reste tres
limitée et trés artisanale. Toutefois, I'évaluation des propriétés phytothérapeutiques
comme antioxydantes et antimicrobiennes demeure une tache trés intéressante et
utile en particulier pour les plantes d’une utilisation rare ou moins fréquente ou non

connues dans la médecine.

Le romarin Rosmarinus officinalis L., C’est une plante aromatique stimulante, a
I'odeur forte et reconnaissante, appréciée pour ses propriétés aromatiques,
antioxydantes, antimicrobiennes, antispasmodiques, emmeénagogues et anti-

tumorales. On l'utilise en médecine homéopathique traditionnelle dans plusieurs

1



Introduction

diagnostics : asthme, palpitation, vomissements, grippe, fievre typhoide, elle fait parti

des plantes dépuratives pour son action sur le systeme digestif et urinaire.

Le romarin, comme toutes les plantes aromatiques et médicinales, contient des
composeés chimiques ayant des propriétés biologique. L’utilisation de ces molécules
a base de plantes peut présenter de nombreux avantages par rapport aux produits

de synthese actuels.

Le but de ce travail consiste a identifier la composition chimique de 'huile essentielle
de Rosmarinus officinalis de la région de Blida, et de mettre en évidence son pouvoir
antimicrobien, ainsi que son pouvoir antioxydante. Pour cela, nous avons utilisé
matériel végétale et biologique constitué de bactérie (Gram+), (Gram -), et de

champignon (moisissure), (levure).
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Chapitre | Généralité sur le romarin

1. Le romarin Rosmarinus officinalis L

Le Romarin est une plante des coteaux arides garrigues et lieux rocheux de la
région méditerranéenne et méme un peu plus au Sud jusqu’aux confins sahariens.
C’est une plante antiseptique stimulante, d’odeur forte apprécié par ses propriétés
biologiques.

(BOULLARD, 2010).

1.1 Caractéristique botanique

Les feuilles sont étroitement lancéolées linéaires, faibles et coriaces, les fleurs
d’'une bleue pale, maculées intérieurement de violet sont disposées en courtes
grappes denses s'épanouissent presque tout au long de I'année (GONZALEZ-
TRUJANO et al. 2007 et ATIK BEKKARA et al. 2007).

Figure 01 : Vue générale de Rosmarinus officinalis
(Photo original)
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a. Systématique :
- Reégne : Végétal
- Embranchement : Spermaphytes.
- Classe : Angiospermes.
- Sous classe : Gamopétale.
- Ordre : Lamiales.
- Famille : Labiacées.
- Genre : Rosmarinus.
- Espeéce : officinalis L. (QUEZEL et SANTA, 1963).

Figure.02 : Aspects morphologiques du romarin (QUEZEL et SANTA, 1963).

b. Principaux Constituants :

Le composé majoritaire de I'huile essentielle du Romarin varie d'une région a
lautre et d’un pays a l'autre (tableau 01). On trouve le 1-8 cinéole, le camphre, le

pinene, le linalool, le limonéne.
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Tableau 01 : Variations de la composition chimique (composé majoritaire) de I'huile

essentielle de romarin.

Composé majoritaire % origine référence
a-pinene 23.1 Algérie (tlemcen) | (ATIKBEKKARA et
camphre 14.5 al.,2007)
B-pinene 12.2
a-pinene 14.9 IRAN (Teheran) (GACHKAR et al .,
Linalool 14.9 2007)
Pipéritone 23.7
a-pinéne 10.2 TURQUIE(Izmir) | (YESILCELIKTAS et
1,8-cinéole 61.4 al.,2007)
a-pinene 11.4 Maroc (OURAINI et al.,2005)
1,8-cinéole 50.2
Camphre 9.1
a-pinéne 135 SERBIE (BOZIN et al.,2007)
Limoéne 21.7 (Vojvodina)
Camphre 21.6

1.2. Habitat

Originaire des régions méditerranéennes, le Romarin pousse spontanément

dans le Sud de I'Europe. On le cultive dans le monde entier a partir de semis ou de

boutures au printemps. Il apprécie les climats chauds, modérément secs. (HEINRICH et

al. 2006).

1.3. Utilisation

Le romarin est souvent cultivé en agronomie pour son huile essentielle.

Dans la médecine traditionnelle ses parties ariennes sont utilisées par voie orale

pour soulager la colique rénale, les dysménorrhées et comme antispasmodique.

L’huile du romain a été largement répandue pendant des siécles, comme un

des ingrédients en produits de beauté, aussi bien pour I'assaisonnement des plats

et la conservation des produits alimentaires (ARNOLD et al. 1997).
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2. Propriétés du romarin Rosmarinus officinalis
2.1. Activité antibactérienne

Les effets des extraits aqueux et méthanoliques
de romarin, sur la croissance  du Streptococcus sobrinuset sur

I'activité extracellulaire de I'enzyme glucosyl transferase ont été étudiés.

Les résultats ont monté que les extraits du romarin peuvent empécher la Iésion de
la carie en inhibant la croissance du Streptococcus sobrinus et peuvent aussi
éliminer les plaques dentaires par suppression de I'activité de la glucosyltransférase
(TSAIl et al., 2007).

Afin de chercher de nouveaux antibiotiques et des agents antimicrobiens, une
autre étude a été élaborée par examiner les effets antimicrobiens des extraits des
composeés isolés de certaines plantes, sur 'ensemble de 29 bactéries et levures.
L’extrait obtenu par le dioxyde de carbone (CO2) supercritique du romarin, a
présenté un large spectre antimicrobien.la croissance de 28 sur 29 germes a été

empéchée par cet extrait d’acide carnosique (WECKESSER et al. 2007).
2.2. Activité antifongique

La biosynthése de I'aflatoxine a été inhibée totalement par I'huile essentielle du
romarin a une concertation de 450 ppm. Selon les résultats indiqués, le potentiel de
cette huile essentielle en tant que préservatif naturel contre I’Aspergillus parasiticus
(RASOOLI et al., 2008).

En utilisant la technique standard de diffusion sur gélose, a évalué l'activité
biologique de 11 huiles essentielles y compris celle du Romarin, les résultats ont
montré que de ces huiles ont une activité inhibitrice modérée sur les cing levures
(Candida albicans, Rhodotorulaglutinis, Schizosaccharomycespombe,
Saccharomycescerevisiae, Yarrowialypolitica) testées (SACCHETTI et al., 2005).
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2.3. Activité antivirale

L’évaluation de I'activité antivirale de I'extrait commercial du romarin a indiqué
qu’il ya une inhibition de I'infection par le virus de 'immunodéficience humaine (HIV)
a la concentration tres basses. Cependant, le carnasol a montré une activité (anti-
HIV) a une concentration modérée qui n’était pas cytotoxique (ARUOMA et al.,
1996).

2.4. Activité ovicide

L’huile essentielle du Romarin s’est avérée un agent ovicide contre trois espéces
de moustiqgue (Anopheles stephensi, Aedesaegypti et Culex quinquefasciatus)
(GILLJ et al., 2007) ,de méme GILLIJ et al. Ont trouvé que cette huile présente une

activité répulsive contre les moustiques (Aedesaegypti) (PRAJAPATI et al., 2005 ).
2.5. Activité Anti-oxydante

L’activité anti-oxydante du Romarin est connue depuis environ 30 années
(NASSU et al, 2003).

En raison de ses propriétés anti-oxydantes, le Romarin est largement utilisé en

tant qu’épices dont I'activité anti-oxydante la plus élevée (WANG et al .,2008 ).

Plusieurs auteurs ont étudié I'utilisation des extraits du Romarin comme
antioxydant pour conserver les produits a base de viande (NASSU et al, 2003;
BALENTINE et al., 2006; FERNANDEZ-LOPEZ et al., 2005; SEBROTYNEK et al.,
2005) .

2.6. Effet anti-cancérogéne

Grace a certains composants (Carnosol, Rosmaridiphénol, Rosmanol et I'acide
rosmarinique), le romarin est considéré comme une thérapie contre le cancer (ATIK
BEKKARA et al., 2007 ).

2.7. Effet anti-acétylcholinestérase

Des extraits aqueux et méthanoliques de 11 plantes utilisés dans la médecine
traditionnelles chinoise pour I'amélioration de la mémoire ont été étudiées pour

évaluer leurs activités inhibitrices d’acétylcholinestérase en utilisant la méthode
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colorimétrique d’Ellman. L’extrait méthanolique du romarin a montré une inhibition
modeérée (17%) de 'enzyme a une concentration de 0.1%. (ADSERSEN et al.,
2006).

2.8. Effet hypoglycémiant

Les observations aprés I'administration oral de différentes dose de I'extrait
ethanolique du romarin a 3 groupes de lapins (lapins ayant une glycémie normal,
lapins ayant une hyperglycémie provoquée par I'administration oral du glucose,
lapins diabétiques d’alloxane ont clairement montré que cet extrait exerce une
activité hypoglycémiante remarquable a une dose de 200 mg /kg (BAKIRELet al .,
2008).

2.9. Effet anti-hépatotoxique

De nombreuses études ont été réalisées pour étudier I'effet anti hépatotoxique du
romarin, le travail a été concentré pour I'évaluation de I'efficacité de I'extrait
méthanolique du romarin pour normaliser certains parametres histologiques et
biochimiques du foie, aprés l'ingestion d'un hépatotoxine le tétrachlorure de
carbone(CCL4). Les résultats ont indiqué que cet extrait a empéché la peroxydation
lipidique, (I'information, la nécrose, normalisé les taux de la bilirubine, la glycogene et
I'activité du l'alanine aminotransférase) et enfin il a augmenté I'activité du glutathion-
S-transférase (GST) (MARIE et al., 2004).

3. Composition biochimique du romarin

L’huile essentielle du romarin (1 a 2% dans la plante) contient : de I'a —pinene
(7 a80%), de la verbénone (1 a 37%), du camphre (1 a 35%), de I'eucalyptol (1 a
35%), du bornéol (4 a 19%), de I'acétate de bornyle (jusqu’a 10%) et du camphéne.
En plus de I'huile essentielle on trouve dans le romarin: 2 a 4 % de dérivés
triterpéniques tels que : I'acide ursolique, I'acide oléanolique, I'acétate de germanicol;
des lactones diterpéniques : picrosalvine, dérives de 'acide canosolique, romanol,
romadial, des acides phénolique, des acides gras hydroxylés surtout des dérivés de
I'acide décanoique, des acides gras organiques : I'acide citrique, glycolique, et
glycérique, des stérols, de la choline , du mucilage (BELLAKHDAR J ,1997) et de la
résine (BELOUED A ,1998).
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1. Historique
Depuis longtemps, les hommes avaient cherché le moyen de séparer les

éléments huileux des produits aromatiques. Ils réussirent en soumettant la
matiére a I'action de la chaleur. Les substances aromatiques étaient
transformées en vapeur ; il suffisait de les recueillir et de les refroidir pour les
obtenir sous forme liquide. Ce procédé qui se faisait a feu nu, prit le nom de
distillation
L'extraction des huiles essentielles par distillation a la vapeur d’eau nait a
'époque de la révolution industrielle et permet le développement de produits
alimentaires et de parfums. Au début du XXéme siecle, des chercheurs
(Chamberland, Cadéac, Martindale) démontrent par leurs expérimentations, le
pouvoir antiseptique des huiles essentielles. Mais les véritables « péres » de
'aromathérapie sont Gattefossé puis Valnet et ses collaborateurs. R.M.
Gattefossé, pionnier de la parfumerie moderne se brdlant les mains lors d’'une
explosion dans son laboratoire, a le reflexe génial de plonger ses mains dans un
récipient rempli d’huile essentielle de lavande. Soulagé instantanément, sa plaie
se guérit avec une rapidité déconcertante. Etonné par ce résultat, il décide

d’étudier les huiles essentielles et leurs propriétes.

2. Définition

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes de substances
organiques aromatiques liquides qu'on trouve naturellement dans diverse partie
des végétaux. Elles sont concentrées, volatiles, et sensibles a la décomposition
sous l'effet de la chaleur.

Actuellement, leurs utilisations en parfumerie et en alimentation est
considérables c'est pour cette raison que I'organisme de normalisation AFNOR
NF et 150 ont donné une définition plus précise des huiles essentielles ; ces
dernieres sont des produits obtenus a partir d'une hydro distillation. .L'huile
essentielle est séparée de la phase aqueuse par des procédés physiques
(BELHADI, 2010).

12



CHAPITRE I Les huiles essentielles

3. Classification

Selon le pouvoir spécifique sur les germes microbiens et grace a lindice
aromatigue obtenu par des aromatogramme, les huiles essentielles sont classées en

groupes.

"1 Les huiles majeures

[1 Les huiles médiums

7 Les huiles terrains (CHAKOU et BASSOU, 2007).

4. Répartition et localisation

On rencontre les huiles essentielles dans divers familles botaniques elles se
localisent dans toutes les parties vivantes de la plante et forment dans le cytoplasme de
cellules spécialisées (DEGRYSE et al., 2008).

4.1. Répartition

Les constituants qui composent les huiles essentielles sont réparties dans un
nombre limité des familles, Exemple : Myrtaceae (Girofle),Lauraceae (laurier), Rulaceae

(citron), Lamiaceae (Menthe), Apiaceae (Coriandre), Zingiberaceae(Gingembre).

Les huiles essentielles peuvent étre stockées dans tous les organes de la plante,
par exemples dans les sommités fleuries (Menthe, Lavande) les feuilles (Eucalyptus,
Laurier) les rhizomes (Gingembre) les fruits (agrumes, badiane, anis), les racines
(vétiver), bien que cela soit moins habituel dans des écorces
(Cannelle)(BELLAKIIDARJ,1997).

4.2. Localisation

Elles sont élaborées par des glandes sécrétrices qui se trouvent sur presque

toutes les parties de la plante. Elles sont sécrétées au sein du cytoplasme de certaines

13
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cellules ou se rassemblent sous formes de petites gouttelettes comme la plupart des
substances lipophiles (GONZALEZ-TRUJANO et al., 2007).

La synthése et l'accumulation des huiles essentielles sont généralement
associées a la présence des structures histologique spécialisés, souvent localisée sur
ou a proximité de la surface de la plante qui sont : cellules a huiles essentielles de
Lauraceae, les poils sécréteurs des laminaceaes, poches sécrétrices des Myrtaceaes,
des Rutaceaes, et les Laminaceaes, et les canaux sécréteurs qui existent dans des
nombreuses familles. Les organes d'une méme espece peuvent renfermer des huiles
essentielles de composition différente selon la localisation dans la plante (DEGRYSE et
al., 2008).

5. Extraction des huiles essentielles

La plupart des huiles essentielles sont obtenues par distillation et entrainement
par la vapeur d'eau (sauf les huiles essentielles des hespéridés : citron, orange,
bergamote, etc.). Ce procédé est de loin le plus répandu, car il convient a la majorité
des plantes. Comme les huiles essentielles sont insolubles dans I'eau mais soluble dans
la vapeur, lorsqu'on envoie de la vapeur sur la plante, elle se charge au passage des
huiles. Dans un appareil spécial, la vapeur d'eau ainsi lestée de ces essences est
envoyée dans un compartiment pour y refroidir. La, la vapeur redevient donc liquide et
les huiles s'en désolidarisent (elles flottent a la surface). On les récupere alors par
décantation. Le temps complet de distillation doit étre respecté pour I'obtention de I'huile
essentielle de bonne qualité qui dévoilera « toute son activité » (DANIELE FESTY.,
2008). La faible quantité d'HE contenue dans les plantes explique le colt élevé des
huiles essentielles, il est lié a la rareté et non au procédé d'extraction qui reste le méme
pour la plupart des plantes. Il faut parfois plusieurs tonnes de plantes pour obtenir un

litre d'huile essentielle.

Il existe différents procédés d’extraction (souvent chimique).
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5.1.Distillation :

Selon PIOCHON (2008), il existe trois difféerents procédés utilisant le principe de la

distillation : I'hydro distillation, I'hydro diffusion et I'entrainement a la vapeur d’eau.

5.1.1. Technique d’hydrodistillation

Les feuilles des especes végétales utilisées sont découpées en petits morceaux
pour faciliter leur introduction dans un ballon en verre de 2 L, rempli d'eau jusqu'aux 2/3
de sa capacité. L'eau est ensuite chauffée dans le chauffe ballon jusqu'a I'ébullition, ce
qui entrain la formation d'une vapeur qui va entrainer les constituants volatiles (Figure
03). Ces vapeurs s'élevent et passent dans le réfrigérant qui est constamment refroidi a
une température comprise entre 15°C et 18°C (TALEB-TOUDERT., 2015).

thermoaornétre

refrigérant 4 eau

4
etlenmeyer

Figure 03 : Schéma du montage de I'hydrodistillation

Ballon & fond rond
avec tube 3 dégagerment latéral

chauffe ballon

valet élévateur

Une température basse, favorise la formation de cristaux dans le réfrigérant, ce
qui pourrait freiner I'éclatement des gouttelettes d'eau. Lorsque la température est trop

élevée, le phénoméne de condensation ne se réalise pas (TALEB-TOUDERT., 2015).
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Au contact des parois du réfrigérant, les vapeurs chaudes se condensent et
s'écoulent au goutte a goutte dans un récipient ou elles forment le distillat. Ce dernier
est un mélange de deux phases non miscibles (huiles essentielle + eau) qui seront
séparées par extraction liquide—liquide (décantation), au moyen d'un solvant organique
(de I'éther diéthylique dans notre cas). L'huile essentielle primaire récupérée est
meélangée a I'éther diéthyligue (phase organique). Pour éliminer toute trace d'eau, la
phase organique est séchée sur une surface de sulfate de sodium anhydre. Apres
évaporation de I'éther, I'huile finale obtenue est conservée dans des flacons en verre
opaque a une température de 4°C (TALEB-TOUDERT., 2015).

5.1.2. Entrainement a la vapeur d’eau :

L'entrainement a la vapeur d'eau est I'une des méthodes officielles pour I'obtention des
huiles essentielles. A la différence de I'hydrodistillation, cette techniqgue ne met pas en
contact direct de I'eau et la matiére végétale a traiter. De la vapeur d'eau fournie par une
chaudiére traverse la matiere végétale située au dessus d'une grille. Durant le passage
de la vapeur a travers le matériel, les cellules éclatent et libérent I'huile essentielle qui
est vaporisée sous l'action de la chaleur pour former un mélange « eau + huile
essentielle ». Le mélange est ensuite véhiculé vers le condenseur et I'essencier avant
d'étre séparé en une phase aqueuse et une phase organique : l'huile essentielle.
L'absence de contact direct entre I'eau et la matiére végétale, puis entre I'eau et les
molécules aromatiques évite certains phénomenes d'hydrolyse ou de dégradation

pouvant nuire a la qualité de I'huile.
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Figure 04 : Schéma du principe de la technique de I'entrainement a vapeur (LUCCHE
Sl, 2005).

5.1.3. Hydrodiffusion

L'hydrodiffusion est une variante de I'entrainement a la vapeur (Figure 05). Cette
technique relativement récente et particuliere. Elle exploite ainsi I'action osmotique de la
vapeur d'eau. Elle consiste a faire passer, du haut vers le bas et a pression réduite, la

vapeur d'eau au travers de la matrice végétale.

régulation de condenseurs

< \a vapeur

6 hule cssclnhcllc

Figure 05: montage d’'un hydrodiffusion
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L'avantage de cette méthode est d'étre plus rapide donc moins dommageable pour les
composeés volatils, et de ne pas mettre en contact le matériel végétal et I'eau. De plus,
I'nydrodiffusion permet une économie d'énergie due a la réduction de la durée de la

distillation et donc a la réduction de la consommation de vapeur.
5.2. Extraction a froid

L’essence, altérable par entrainement a la vapeur d’eau, est extraite par différents
modes d’extractions : dans l'industrie, les zestes sont dilacérés et le contenu des
poches sécrétrices est récupéré par expression manuelle ou a 'aide de machines qui
rompent les poches par expression et recueillent directement l'huile essentielle
(BRUNETON, 1999) ; ou encore apres scarifications mécaniques, un entrainement de
I'huile essentielle par un courant d’eau. L’essence est séparée par décantation comme
précédemment (PARIS et HURABIELLE, 1981).

5.3. Extraction par solvants volatils

La technique d'extraction « classique » par solvant, consiste a placer dans un extracteur
un solvant volatil et la matiere végétale a traiter. L'extraction par solvant organique
volatil reste la méthode la plus pratiquée. Les solvants les plus utilisés a I'heure actuelle
sont I'nexane, le cyclohexane, I'éthanol, le méthanol, le dichlorométhane et I'acétone .Le
solvant choisi, en plus d'étre autorisé devra posséder une certaine stabilité face a la
chaleur, la lumiéere ou l'oxygéne, sa température d'ébullition sera de préférence basse
afin de faciliter son élimination, et il ne devra pas réagir chimiqguement avec l'extrait.
L'extraction est réalisée avec un appareil de Soxhlet ou un appareil de Lickens-

Nickerson (Figure 06).
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Appareil de Soxhlet Appareil Lickens-Nickerson

Figure 06 : appareil de Soxhlet et appareil de Lickens-Nickerson.

5.4.Extraction par micro-ondes

C’est un procédé utilisant les micro-ondes et les solvants transparents aux micro-ondes
pour extraire de facon rapide et sélective des produits chimiques de diverses
substances (PARE, 1997). Le matériel végétal est immergé dans un solvant transparent
aux micro-ondes de maniere a ce que seul le végétal soit chauffé. Les micro-ondes vont
chauffer 'eau présente dans le systéme glandulaire et vasculaire de la plante, libérant
ainsi les produits volatils qui passent dans le solvant (non chauffé). On filtre et on
récupére ensuite I'extrait (figure 07). L’extraction par micro-ondes a le grand avantage

de réduire le temps d’extraction a quelques secondes (FRANCE IDA, 1996).
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Figure 07: Schéma du principe de la technique d’extraction par micro-onde

5.5. Extraction par du CO2 supercritique :

La technique est fondée sur la solubilité des constituants dans le dioxyde de carbone a
I'état super-critique. Grace a cette propriété, le dioxyde de carbone permet l'extraction
dans le domaine liquide (supercritiqgue) et la séparation dans le domaine gazeux. Le
dioxyde de carbone est liquéfié par refroidissement et comprimé a la pression
d'extraction choisie. Il est ensuite injecté dans I'extracteur contenant le matériel végétal,
puis le liquide se détend pour se convertir a |'état gazeux pour étre conduit vers un

séparateur ou il sera séparé en extrait et en solvant.

L’avantage de cette méthode est la possibilité d’éliminer et de recycler le solvant par
simple compression détente. De plus, les températures d’extraction sont basses dans le
cas de dioxyde de carbone et non agressives pour les constituants les plus fragiles. A
ces différents avantages s’ajoutent ceux de I'innocuité, d’inertie et d’ininflammabilité de
CO2 (LAGUNEZ RIVERA, 2006).
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6. Caractéristiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des substances tres odorantes, volatiles, souvent
colorées et plus légeres que l'eau (densité de l'ordre de 0,750 a 0,990). Elles se
distinguent des huiles fixes et des principaux lipides en ce sens qu'elles se volatilisent
sous l'action de l'air et de la chaleur et, si I'on tache un papier blanc, la marque ainsi
imprimée se dissipe au bout de quelques instants (FABRICE BARDEAU, 2009).

6.1. Propriétés physicochimiques des huiles essentielles

e les huiles essentielles sont acres, inflammable, tres odorantes, volatiles, plus ou
moins fluide, souvent colorées et plus légeres que l'eau

e leur point d’ébullition varie de 160°C a 240°C et leur densité de l'ordre de 0,759 a
1,096.

e Les huiles essentielles sont solubles dans l'alcool, I'éther, le chloroforme, les
huiles, les émulsifiants et dans la plupart des solvants organiques, mais insolubles
dans l'eau a laquelle elles communiquent leurs odeurs.

e Elles sont dextrogyres ou lévogyres et rarement inactives sur la lumiére polarisée.

e Un indice de réfraction : l'indice de réfraction (changement de direction de la
lumiére au passage d’un milieu a un autre) d’'une huile essentielle est le rapport
entre le sinus de I'angle d’incidence et le sinus de I'angle de réfraction d’'un rayon
lumineux de longueur d’'onde déterminée, passant de l'air a I'huile essentielle
maintenue a une température constante. Cet indice peut étre mesuré par un
réfractometre.

e L'indice de réfraction est utilisé pour l'identification et comme critere de pureté
des huiles essentielles et de composés liquides divers. Chaque substance a son
indice de réfraction spécifique. Plus l'indice de réfraction d'un produit est prés de
la valeur attendue, plus sa pureté est grande. Cette pureté est définie dans des
intervalles considérés comme acceptable (HUSNU CAN BASER et GERHARD
BUCHBAUER, 2010)

e Un pouvoir rotatoire : le pouvoir rotatoire d’'une huile essentielle est I'angle

exprimé en milli-radians et /ou degrés d’angle dont tourne le plan de polarisation
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d’'une radiation lumineuse de longueur d’onde (589 nm), correspondant aux raies
du sodium, lorsque celles-ci traversent une épaisseur de 100 mm d’HE dans des
conditions déterminées de température. On peut mesurer le pouvoir rotatoire d’'un
corps avec un polarimétre (NAOUELOUIS, 2015).

7. Composition des huiles essentielles

Communément appelées essences, les huiles essentielles sont des substances
de consistance huileuse, plus ou moins fluides, voire résinoides (FABRICE BARDEAU,
20009).

7.1. Composition biochimique des huiles essentielles
L'étude de la composition chimique des huiles essentielles révele qu'il s'agit de
mélanges complexes et variables de constituants appartenant exclusivement a deux
groupes caractérisés par des origines biogénétiques distinctes : les terpénoides et les

composeés aromatiques dérivés du phenylpropane (TEISSEIRE., 1991).

7.1.1. Terpénoides :

Le terme terpene rappelle la toute premiere extraction de ce type de composé
dans l'essence de térébenthine. Dans le cas des huiles essentielles, seuls les terpénes
les plus volatils, c'est a dire, ceux dont la masse moléculaire n'est pas élevée sont
observés. lls répondent dans la plupart de cas a la formule générale (C5H8)n . Suivant
les valeurs de n, on a les hémiterpénes (n =1), les monoterpenes (n=2), les
sesquiterpénes (n=3), les triterpénes(n=6), les tétraterpenes (n=8) et les polyterpénes.
Les constituants des huiles essentielles sont trés variés .On y trouve en plus de
terpenes, des hydrocarbures, des esters, des lactones, des aldéhydes, des alcools, des

acides, des cétones, des phénols, des oxydes et autres. (TEISSEIRE., 1991).

a. Les alcools
Ce sont des produits de la série terpénique. lls peuvent étre acycliques (géraniol et
linalol), monocycliques ou bicycliques.
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b. Les aldéhyde

Les aldéhydes contenus dans des huiles essentielles dégagent en général un
ardbme puissant. Les aldéhydes sont le plus souvent acycliques, tels que le géranial,
le néral et le citronellal.

c. Les cétones
les quantités des cétones dans les huiles essentielles sont négligeables, tels que :
le Carvone, le Tagénone, le Camphre et le Fenchone.

d. Les acides et les esters
Ce sont des composés existants chez le végétal, ils sont trés répandus dans les
huiles essentielles et jouent un role important dans les essences. Ce sont des
dérivés oxygénés des terpenes qui ont la particularité de présenter un ardme fruitier.

OH

(Géraniol) 3,7-dimethylocta-2.6-dién-1-o0l (Nérol) 3.7-diméthyl-2.6-octadién-1-ol

OH

(Linalol ) 3.7-dimethylocta-1,6-dien-3-ol

Figure 08: Les structures de quelques monoterpénes existent dans les huiles
essentielles

7.1.2. Les composés aromatiques

Contrairement aux dérivés terpéniques, les composés aromatiques sont moins
fréquents dans les huiles essentielles et sont en concentration moindre que les dérivés

terpéniques. Trés souvent, il s'agit d'allyle et de propénylphénol. Ces composés
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aromatiques constituent un ensemble important car ils sont généralement responsables
des caractéres organoleptiques des huiles essentielles. Nous pouvons citer en exemple

I'eugénol qui est responsable de I'odeur du clou du girofle (TEISSEIRE., 1991).

7.1.3. Les composés d'origines diverses

Compte tenu de leur mode d'extraction, les huiles essentielles peuvent renfermer divers
composeés aliphatiques, généralement de faible masse moléculaire, entrainables lors de

I'nydro distillation. Ces produits peuvent étre azotés ou soufrés (TEISSEIRE., 1991).

A- Les chémotypes

La connaissance des chémotypes d'une huile essentielle et leur comportement est
fondamentale car elle permet d'envisager l'activité pharmacologique, de prévoir aussi la
pharmacocinétique et la biodisponibilité. Pour une méme espece botanique, la
composition chimique de I'huile essentielle n'est pas immuable. Les huiles essentielles
sont élaborées par les plantes aromatiques au sein des cellules sécrétrices. Leur
élaboration est totalement tributaire du rayonnement solaire en I'absence duquel le
rendement en produits aromatiques et leur nature sont affectés. En sa présence, et tout
particulierement en fonction de la présence de tel ou tel rayonnement, les types de
composants pourront varier considérablement au sein d'une méme espece
(AZALENKO ., 1995).

8. Utilisation des huiles essentielles :

Outre I'emploi strictement médical des huiles essentielles, celle-ci sont utilisées dans de
nombreux domaines tels que la parfumerie, la cosmétologie, I'agro-alimentaire, et
l'industrie chimique. Deux industries se partagent ce marché mondial florissant : il s’agit
de lindustrie agro-alimentaire et la parfumerie. Les huiles essentielles interviennent

dans la fabrication.

- Des produits alimentaires : jus de fruits, creme glacées, bonbons, ect,

- De tabac pour cigarette
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- Des produits d’hygiéne et de beauté
- Des parfums, la désinfection des locaux (elles sont antiseptiques).

- Des colles et vernis dans l'industrie chimique.

Les huiles essentielles sont utilisées également pour leurs différentes propriétés et
effets thérapeutiques divers (ANTON et al, 2006), tels que les effets anti-infectieux, les

effets antiparasitaires, anti-inflammatoires, anti-calmants et antispasmodiques.

Les huiles sont de méme utilisées pour traiter des aphtes, gingivites et maux de gorge
en faisant les gargarismes et les bains de bouche. Le massage aux huiles essentielles
constitue un traitement curatif puissant, stimulant et relaxant.les huiles essentielles sont
incorporées dans les cremes, les lotions, gels et shampooings.les huiles possedent

également des propriétés insecticides et insectifuges (OUSSALAh, 2007).

Les huiles essentielles demeurent un réservoir potentiel de matieres actives de soin

naturels et une chance pour la médecine (AZALENKO, 2005).
9. Toxicité des Huiles

Les huiles essentielles ne sont pas des produits qui peuvent étre utilisées sans risque.
Par leur composition chimique riche, les huiles essentielles doivent étre utilisée avec
une extréme prudence, du fait qu'elles peuvent présenter de trés graves dangers lors
d'une utilisation aléatoire autonome, Certaines huile essentielle sont dangereuses

lorsqu’elles sont appliquées sur la peau, en raison de leur pouvoir irritant .

D’autres huiles essentielles ont un effet neurotoxique (les cétones comme I'a-thujone

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

Reste a savoir que dans leur emploi externe, les risques de toxicité sont fortement
réduits (BERNADET, 2000). Les huiles essentielles peuvent provoquer: agitation,
tremblements généralisés, coma, hématurie, néphrite aigué, ivresse, congestion
cérébrale et pulmonaire, dépression du tonus sympathigue, hallucination, spasmes
musculaires etc. En ce qui concerne leur cancérogénicité, il faut noter la présence de
constituants allylbenzéne ou propénylphénols (comme le safrol, I'estragol) de certaines

huiles qui sont capables d'induire I'apparition de cancers (chez les rongeurs).

25



CHAPITRE I Les huiles essentielles

Activités biologiques des Huiles essentielles
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. 2002 et 2006 ; KUDA et al. 2004, BOUSBIA, 2004).

Les constituants des Huiles essentielles sont actifs contre une large gamme de

bactéries, levures et champignons.

10.1. Activité antibactérienne

Les Huiles essentielles les plus étudiées pour leurs propriétés antibactériennes
appartiennent aux Labiatae : origan, thym, sauge, romarin, clou de girofle sont d’autant
de plantes aromatiques a Huiles essentielles richuiles essentielles en composés
phénoliques comme I'eugénol, le thymol et le carvacrol.

Ces composés possedent une forte activité antibactérienne.

Le carvacrol est le plus actif de tous, reconnu pour étre non toxique, il est utilisé comme
agent de conservation et arbme alimentaire dans les boissons, friandises et autres
préparations.

Le thymol et I'eugénol sont utilisés dans les produits cosmétiques et, alimentaires.

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).

10.1.1. Méthodes de détermination de I'activité antibactérienne

La technique utilisée pour déterminer le pouvoir antibactérien des huiles essentielles a
une grande influence sur les résultats. Le choix de la méthode est conditionné par
linsolubilité des huiles essentielles dans les milieux aqueux, leur volatilité, et la

nécessité de les tester a de faibles concentrations.
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A. Méthode de diffusion sur gélose

C’est une méthode ancienne mais toujours d’actualité. Elle permet ['estimation
qualitative de l'effet de I'huile. Ce test est réalisé par dépét de I'huile essentielle, a l'aide
de disques de cellulose imprégnés d’une quantité connue de [I'huile essentielle
(aromatogramme) ou de puits creusés dans la gélose et remplis par I'huile essentielle.
Aprés incubation, la lecture des résultats se fait par mesure des diametres des zones
d’inhibition obtenues sur gélose ensemencée. Cette méthode sert en général a la
présélection de I'activité antimicrobienne des HE car:

* Le diamétre d’inhibition n’est pas une mesure directe de l'activité antimicrobienne des
HE, les différents constituants ne diffusent pas tous de la méme maniére dans le milieu
gélosé.

* Le diamétre d’inhibition varie en fonction de la densité de lI'inoculum et de I'épaisseur
du milieu de culture. Il est donc nécessaire de standardiser ces conditions pour pouvoir
comparer les résultats (BELAICHE, 1979 ; HULIN et al, 1998).

Souches 1ost
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Figure 09 : lllustration de la méthode d'aromatogramme

27



CHAPITRE I Les huiles essentielles

B- Méthode de diffusion en puits

Méthode proposée par SHROEDER et MESSING en 1949. Elle assure une diffusion
radiale de I'H.E a partir d’'un puits en donnant une zone d’inhibition claire facilement
mesurable.

La méthode consiste a découper un trou circulaire dans la gélose et y verser une
solution de I'H.E de concentration connue.

L’huile essentielle diffuse radialement en donnant une zone d’inhibition circulaire a la
surface de la gélose préalablement ensemencée avec la suspension bactérienne
(EYMARD, 2003).

C-Méthode de dilution

Les Huiles essentielles a tester peuvent également étre directement mélangées en
concentration connue au milieu de culture, qu’il soit solide ou liquide (exige la
dispersion homogéne par un émulsifiant).

Le milieu est ensuite inoculé a un taux déterminé de microorganismes, apres incubation,
on note la présence ou I'absence de culture.

La lecture peut-étre visuelle ou a 'aide d’un spectrophotométre, le degré d’inhibition est
en rapport avec la turbidité du milieu (ROBERT-DEMUET, 1995).

D-Méthode de micro-atmosphére

Cette technique consiste a cultiver les microorganismes a tester dans les boites de Pétri
sur milieu de culture approprié. La différence réside principalement dans la position du
disque imprégné d’huile essentielle qui est déposé au centre du couvercle de la boite de
Pétri, renversée apreés fixation de 'huile essentielle sur le disque (Figure 10). L’huile
s’évapore dans I'atmosphére de la boite, elle peut exercer son effet inhibiteur sur les

microorganismes testés (PIBIRI, 2005).
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Figure 10 : méthode de micro atmosphére (PIBIRI, 2005).

10.2. Activité antifongique

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

TEIXEIRADUARTE, 2005 a rapporté un effet antifongique contre les dermaphytes et
les champignons pathogénes et opportunistes tels que Candida albicans (levure),

Cryptococcus neoformans et aspergillus fumigatus.

Des travaux similaires ont été réalisés par MOHAMMEDI, (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 Huiles essentielles 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 fongistatique vis-a-vis de Phaeoramularia angolensis (JASET-DONGMO et al.
2008).
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10.3. Mécanismes d’action antibactérienne

Du fait de la variabilité des quantités et des profils des composants des huiles
essentielles, il est probable que leur activité antimicrobienne ne soit pas attribuable a un
mécanisme unique, mais a plusieurs sites d’action au niveau cellulaires (CARSON et al,
2002).

Le mode d’action des huiles essentielles dépend en premier lieu du type et des
caractéristiques des composants actifs, en particulier leur propriété hydrophobe qui leur
permet de pénétrer dans la double couche phospholipidique de la membrane de la
cellule bactérienne. Cela peut introduire un changement de conformation de la

membrane, une perturbation chémo-osmotique et une fuite d’ion (CARSON et al, 2002).

OUSSALAH et al. (2006), suggere que, l'action des Huiles essentielles sur la
prolifération microbienne se fait a travers I'altération de la perméabilité membranaire des
bactéries en perturbant les systemes de transport ionique, le transport des électrons et
la production d’énergie.

Le mode d’action des Huiles essentielles dépend du type de microorganismes.

10.4. Activité antioxydante

Le pouvoir antioxydant de ces huiles est développé comme substitut dans la
conservation alimentaire. Ce sont surtout les phénols et les polyphénols qui sont
responsables de ce pouvoir (RICHARD, 1992). Lorsque 'on parle d’activité
antioxydante, on distingue deux sortes selon le niveau de leur action : une activité
primaire et une activité préventive (indirecte). Les composés qui ont une activité primaire
sont interrompus dans la chaine autocatalytique de I'oxydation (MULTON, 2002). En
revanche, les composés qui ont une activité préventive sont capables de retarder
I'oxydation par des mécanismes indirects tels que la complexation des ions métalliques
ou la réduction d’'oxygéne... etc (MADHAVI et al., 1996).
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11. Méthodes d’identification des composes

En effet 'analyse d’une huile est complexe, de par son trés grand nombre de
constituants chimiques volatils mais aussi, souvent, de par I'importance des composés a

I'état de traces qui font le caractére spécifique de I'huile (FRANCE-IDA, 1998).

La meilleure carte d’identité quantitative et qualitative d’'une huile essentielle reste
cependant le profil chromatographique en phase gazeuse. |l permet de connaitre trés

exactement la composition chimique.
11.1. Chromatographie en phase gazeuse(CPG)

La CPG s’est montrée une méthode appropriée pour la séparation et I'identification des
composants d’'une HE, elle réalise a la fois une analyse qualitative et quantitative
(PARIS et GODON, 1979). L’échantillon est vaporisé et injecté en téte de colonne.
L’élution est assurée par un flux de gaz inerte qui sert de phase mobile. La CPG est
basée sur le partage de produit analysé entre une phase gazeuse mobile est une phase
(liquide ou solide) immobilisée sur la surface d’un support inerte (SKOOG et al., 2003).

Les constituants des mélanges appelés généralement « solutés » sont inégalement
retenus par la phase stationnaire lors du transit dans la colonne. De ce phénoméne
appelé « rétention », les solutés injectés se déplacent avec une vitesse inégale entre
eux et inférieure a celle de la phase mobile, ceci les conduit & sortir de la colonne les
uns apres les autres. On enregistre d’abord un signal dit ligne de base en présence du
gaz vecteur seul, puis un pic au passage de chaque soluté séparé (TRANCHANT
,1995).

11.2. Le couplage Chromatographie phase gazeuse/Spectrométrie de masse
(CPG/SM)

Dans le secteur particulier des huiles essentielles, le couplage CPG/SM est, aujourd’hui,
la technique de référence (CONSTANTIN, 1996).

Lorsqu’on soumet un composé moléculaire a cette analyse, on déclenche un processus
a plusieurs étages (PRADEAU et COHEN, 1992).
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lonisation : les molécules présentes dans I'échantillon se volatilisent sous I'effet du vide
et— de la haute température (200°C), il en résulte un mélange d’ions issus de la
fragmentation de I'’échantillon de départ Accélération : Les ions formés se dirigent vers
le dispositif de séparation sous I'effet d'un champ magnétique augmentant ainsi leurs

énergies cinétiques.
Séparation : Les ions seront distribués suivant leur rapport masse/charge ;

Détection : aprés séparation, les ions sont recueillis par un détecteur sensible aux

charges électriques transportées ;

Traitement du signal : le signal de sortie de I'appareil conduit au spectre de masse qui
constitue la représentation conventionnelle de I'abondance des ions en fonction de leurs

rapports : masse/charge.
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Chapitre lll Généralité sur le monde microbien

1. Introduction

Le monde microbien est omniprésent dans I'environnement qui nous entoure (air-

eau-aliments...), mais également a I'intérieur et a la surface de notre corps.

La plupart des micro-organismes hébergés par un étre humain ne sont pas
dangereux, bien au contraire, ils contribuent & maintenir son corps en bonne santé et

forment son microbiote.

En revanche, certains micro-organismes peuvent provoquer des maladies : ils sont

dits pathogénes.

Les micro-organismes aussi appelés microbes et protistes, forment un ensemble
d’organismes vivants microscopiques, invisibles a I'ceil nu. C’est leur seul point
commun, car ils different et varient par leur morphologie, leur physiologie, leur mode
de reproduction et leur écologie.

Cependant la premiéere personne qui réellement observa et décrivit des
microorganismes est un Hollandais, amateur de microscope. (ESCOTT et al ,2006).
2. Bactériologie médicale

La flore normale dans le domaine de la santé et de la pathologie provient surtout de
travaux dont on ne peut tirer que des arguments indirects :études avec des animaux
stériles, observation de patients sous antibiotique, etc. on pense que, du point de vue
immunologique et microbiologique, la flore normale contribuerait a préservé notre
santé, surtout en €loignant les germes qui pourraient nous infecter ,et peut — étre
aussi en entretenant un niveau de stimulation immunologique permanent dans
'organisme (ESCOTT et al ,2006).

3. Effet antimicrobien :

Ces derniéres années, il y a eu un grand intérét pour la découverte de nouveaux
agents antimicrobiens, due a une augmentation alarmante du taux des infections
avec les microorganismes résistant aux antibiotiques. Une des approches courantes
pour la recherche des substances biologiguement actives est le criblage
systématique des micro-organismes ou les plantes, qui sont des sources de
beaucoup d'agents thérapeutiques utiles. En particulier, I'activité antimicrobienne

d'huiles et des extraits de plantes ont formé la base de beaucoup d'applications, y
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compris, pharmaceutiques, médecine, thérapie naturelle et la conservation des
aliments (SAGDIC et al., 2002). Le premier rapport des propriétés antimicrobiennes
des épices est apparu en 1880 dont lequel les activités de la moutarde, clou de
girofle et de la cannelle et leurs huiles ont été décrites (PRASAD ET SEENAYYA,
2000).

4. Infection

Les bactéries pathogénes sont transmises a I'héte de diverses fagons :

1- ingestion d’eau ou d’aliments contaminées (vois digestive).

2- inhalations d’aérosols ou des particules associés a des bactéries (vois
respirations).

3- inoculation cutanées par contacte direct ou indirecte (vois cutanés).
4-inoculation muqueuse direct par la salive ou la sécrétion sexuelle.

5- inoculation transcutanées par les insectes (Yersinia pestis, Rickettsia, Borrelia

...).par traumatismes ou manipulation iatrogénes (ESCOTT et al ,2006).
5. Caractéristiques des souches bactériennes étudiées :
5.1. Bactéries Gram négatif

Les bactéries Gram négatifs ont adopté une solution différente pour protéger leur
membrane cytoplasmique, il fabriquent une structure particuliére, la membrane
externe, située a I'extérieur de la muréine la membrane externe est chimiquement
distincte des autres membranes biologique ,ce qui lui confere la capacité de résister
aux agent chimiques nocifs, c’est une structure a deux feuillets mais le feuillet
externe contient un composant unique en plus des phospholipides; il s’agit du
lipopolysaccharide bactérien ou LPS, molécule complexe rencontrée uniguement
chez les bactéries Gram - (ESCOTT et al ,2006).

e 5.1.1.Pseudomona aeruginosa:

Le genre pseudomonas est fait de bacilles a Gram négatif, trés mobiles grace a un
flagelle polaire .aérobies stricts, se cultive facilement sur les milieux usuels.
Pseudomona aeruginosa (ou bacille pyocyanique) se caractérise par la pigmentation
bleu-vert de ses colonies. (NAUCIEL, 2000). C’est une bactérie ubiquiste qui vit
normalement a I'état de saprophyte dans I'eau et le sol humide ou sur les végétaux.

Cette bactérie peut vivre en commensale dans le tube digestif de 'homme et des
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divers animaux. Considéré comme une bactérie pathogéne opportuniste c’est le

germe-type des infections hospitalieres ou nosocomiales (AVRIL, 2000).
e 5.1.2. Salmonella arizonae

Les salmonelles sont des entérobactéries, bacilles a Gram négatif, intracellulaires
facultatifs, de dimensions moyennes (0,8 um de large sur 3,5 um de long),
généralement mobiles grace a une ciliature péritriche. Elles sont cependant
immobiles. Comme les autres bactéries de la famille des Enterobacteriaceae, les

salmonelles sont des aéro-anaérobies facultatives

Le réservoir naturel des salmonelles s’étend a tout le monde animal. Les vertébrés,
en particulier les mammiferes domestiques et les volailles, peuvent héberger ces
bactéries au niveau de leur tube digestif. Certains sérotypes sont adaptés a une
espéce hoéte en particulier, notamment Gallinarum chez les volailles, mais la plupart

n’ont pas d’héte préférentiel et peuvent infecter aussi bien 'homme que I'animal.

e 5.1.3.Escherichiacoli:

Bacille aérobie et Gram négatif, dominante de la flore aérobie du tube digestif.
Escherichia coli est habituellement une bactérie commensale. Elle peut devenir
pathogene si les défenses de I'héte se trouvent affaiblies ou si elle acquiert des
facteurs de virulence particuliers (NAUCIEL, 2000). Cette population bactérienne ne
représente qu'environ 1 % de celle des anaérobies (voir encadré sur la flore du tube
digestif). (NAUCILIEL C et VILDE J.L ,2005). La recherche d’E. Coli dans I'eau
d'alimentation (colimétrie) est fait pour apprécier sa potabilité. La présence d’E. Coli
dans I'eau est le témoin d'une contamination fécale récente et la rend impropre a la
consommation (JEAN-PIERRE, 2006).

5.2. Bactéries a Gram positif

Les bactéries Gram positif protegent leur membrane avec une paroi épaisse, le
composant majeur de la paroi est polymére complexe de sucres et d’acides aminés,
appel muréine ou peptidoglycane .la muréine est un composant essentiel qui donne
a la bactérie sa forme et sa rigidité que ce soit chez les bactéries Gram positif ou
chez la bactérie Gram négatif. (ESCOTT et al ,2006).
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e 5.2.1 Staphylococcus aureus :

Les staphylocoques sont des cocci a gram positif qui tendent & se grouper en amas
(NAUCIEL, 2000) irrégulier a la fagon d’'une grappe de raisin (Avril, 2000).
Staphylococcus aureus est un germe aérobie - anaérobie facultatif (AVRIL, 2000),
doit son non d’espéce a I'aspect pigmenté de ses colonies. Il tient une place trés
importante dans les infections communautaires et nosocomiales, possede une
coagulase, ce qui le distingue de la plupart des autres espéces de staphylocoques.
La bactérie est trés répandue chez 'homme et dans de nombreuses espéces
animales. Chez ’'homme, environ un tiers des sujets sont des porteurs sains qui
hébergent la bactérie au niveau des muqueuses et des zones cutanées humides. Il
développe rapidement des résistances aux antibiotiques et les souches hospitaliéres
ne sont souvent sensibles qu’aux glycopeptides (NAUCIEL, 2000).

6. Caractéristiques de souches fongiques étudiées :
e 6.1. Candida albicans:

Levure non pigmentée, non capsulée, a bourgeonnement multiple et formant un
pseudo-mycélium et du mycélium vrai. Saprophyte endogéne de la lumiere
intestinale humaine et des cavités génitales par contiguité. Candida albicans est
considéré chez ’'Homme et les animaux a sang chaud comme un commensal des
mugqueuses, faisant partie intégrante de la flore microbienne .Au niveau des
mugqueuses digestives et vaginales, la levure se présente sous forme de
blastospores, considérées comme la forme saprophyte qui vit en symbiose avec
I'organisme héte. En revanche, lorsque le délicat équilibre entre la forme
commensale et les défenses immunitaires est rompu, cette étroite symbiose se

transforme en parasitisme, résultant en une maladie infectieuse appelée candidose.
e 6.2. Aspergilus sp:

L'aspergillus est une espece de champignon, constitué de filaments, présent dans
les moisissures. L'aspergillus se retrouve dans le sol, les céréales, les aliments et le
compost en décomposition. lls sont saprophytes de matiéres organigues en

décomposition. Leurs spores sont présentes dans l'air et la poussiére, et peuvent
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étre ingérés en consommant des fruits. Ce sont des contaminateurs frequents.
(MOULINIER, 2003)

7. Activités biologiques des extraits des plantes :

Parmi les ressources naturelles, les plantes médicinales et aromatiques jouent un
réle non négligeable dans I'’économie. Les extraits de ces plantes ont toujours fait

I'objet de plusieurs études vues leur réle dans I'activité biologique

Une étude faite par SIBIRINA (2010) a montré que deux extraits naturels du Poivrier
de Guinée (Xylopia aethiopica) ont été évalués in vitro et in vivo pour tester leurs
efficacités fongicides sur le mycopathogene Fusarium oxysporum f. sp radicis-
lycopersici. Les résultats obtenus ont montré que la croissance radiale mycélienne et
la reprise de la pastille mycélienne ont été totalement inhibées par la poudre

naturelle brute extraite des fruits de Xylopia aethiopica.

Les biotests de toxicité des huiles essentielles des feuilles de Cestrum parqui Liherit
a montré une mortalité totale des jeunes criquets pélerin (Schistocerca gregaria) au
stade L5 dans un délai de 2 a 4 jours (BARBOUCHE, 2001).

Concernant I'activité antibactérienne des extraits des plantes, MOROH et al., (2008)
ont évalué in vitro le pouvoir antibactérien de I'extrait acétatique de Morinda
morindoides (Baker) Milne Redheat (Rubiaceae) sur huit souches d’Escherichia coli :
Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli ATCC 8739, Escherichia coli 2361,
Escherichia coli 026 H6, Escherichia coli 0142 K86 et Escherichia coli 0126 B16.
Toutes ces souches bactériennes testées se sont révélées sensibles a I'extrait
étudié.
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1. Objectifs de travail :

L’objectif de ce travail est d’identifier la composition chimique de I'huile
essentielle du romarin Rosmarinus officinalis L. spontannée, d’évaluer son activité
antioxydante et mettre en évidence son pouvoir antimicrobien vis-a-vis quelques

souches microbiennes.
2. Présentation de la zone d’étude

Le matériel végétal provient de la région de Blida. La région de Blida
appartient & la partie occidentale de Mitidja. Elle est limitée au Nord par la capitale
d’Alger, Boumerdes et Tipaza, au Sud par Médea, I'Atlas et la montagne de Chréa,
les gorges de la Chiffa, a I'Ouest par Ain Defla et a I'Est par Bouira (figure 11). Elle
s’étend sur une superficie de 1696 km?2. Elle est située a une altitude de 163 m. Les

coordonnées geographiques de cette région sont 36° 43’ N et 2° 49’ E.
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Figure 11 : Localisation de la région d’étude I.N.P.V., 2010

2.1. Le climat

Les principaux facteurs atmosphériques ayant une influence sur la flore
spontannée et la faune sont la température, la pluviométrie, la vitesse du vent,
'humidité relative

.Les relevés de ces facteurs sont enregistrés au niveau de la station de l'institut

national des ressources hydrauliques (I.N.R.H) de Soumaa a Blida.

42



Chapitre I

Matériel et Méthodes

2.2.1. Latempérature

Le tableau 02 regroupe les températures moyennes mensuelles, leurs minima et

maxima obtenus dans la station de I'Institut National des Ressources Hydrauliques
de Soumaa (Blida) en 2009.

Tableau 02 — Température moyennes mensuelles des maxima et des minima de

2009 a Blida exprimées en degrés Celsius (° C).

Mois | 1 I |m | v | v | Vvl |vll|vin|IX | X | XI |XII

Année
M 19 | 195 [250] 260 |385 41,5 [395 [350 |2596 |2461 | 2166 |265
2009 m 3025 [e0 | 90 [135[195 [230 [225 [2201 1790 [138 | 6
(M+m)/2 | 11 | 11 [155] 175 | 26 [305 [31,25 [2875 (2403 |2125 | 17,76 | 16,25

(M)= moyenne des températures maximales mensuelles.

(m)= moyenne des températures minimales mensuelles.

(M+m)/2= moyenne mensuelle des températures) (I.N.R.H., 2009).

D’apres le tableau 02 pour I'année 2009, nous constatons que le mois le plus chaud

est juin avec 41,5 °C, et le mois le plus froid est février avec 2,5 °C.

2.1.2. La pluviométrie

Les relevés de la pluviométrie de la région d’étude pour 'année 2009 sont notés

dans le tableau 03.
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Tableau 03 : précipitations mensuelles (P) a Blida en 2009, exprimées en mm.
(ILN.R.H, 2009).

Mois (1 IV vV Vv VIE|vIn | IX | X | XI | XIT | Total

P(mm) | 1672 (204655 831 287103 | L7 |13 (862 (08911000 1132 | 6936

La pluviométrie mensuelle enregistrée dans la station météorologique de Blida pour
'année 2009, montre un maximum de 167.2 mm. Observé en janvier et un minimum
de 0.3 mm noté en juin (tableau 03).le total des précipitations en 2009 est égale a
695,6 mm.

2.1.3. Les vents

Les vents exercent une grande influence sur les étres vivants (FAURIE et al.,
1984).La vitesse des vents mensuels les plus forts exprimée en m/s, enregistrée a

Blida en 2009, est notée dans le tableau 04

Tableau 04 : - Valeurs mensuelles de la vitesse des vents les plus forts notées a

Soumaa en 20009.

Mois I | |ar (v | v | Vvl |Vl vl IX | X | XI | XII

Vmax(mfs) |83 (82 (79 (78 |78 |81 |76 |78 |86 |88 (91 |82

(V max = vitesse des vents maximale, m/s= meétre /seconde). (I.N.R.H, 2009).

D’aprés le tableau 04 , les valeurs de la vitesse des vents les forts varient de 7,6
m/s (27,36 km/h) a 9,1 m/s (32,76 km/h).la plus grande valeur est notée en

novembre avec 9,1m/s.
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2.1.4. Humidité relative

Le tableau 05 présente les valeurs de I'humidité relative enregistrées pendant
'année 20009.

Tableau 05 : Moyenne mensuelle des minima et des maxima de I'’humidité de l'air

a Soumaa en 2009 .

Mois | 1 11 111 IV v V| vl | vl | IX X XI | XII
Année
2009 M (%) | 84,7 |8l 868 | 865 [807 [T716 |731 |836 |[87T8 |842 |T766 |79
M (%) (463 333 (376 |345 (245 |164 |179 |313 |41,0 |28] |[266 |281
M+ m |65 571 [622 |605 326 (440 (455 (623 |644 |56l |51,62 33,356

2

(M%=moyenne des humidités de I'air maxima mensuelles, m= moyenne des
humidités de 'air minima mensuelles, (M+m)/2= moyenne mensuelle des humidités
de l'air. (I.N.R.H., 2009).

Les relevés de I'humidité relative de I'air notés au niveau de la station de
soumaéa pour I'année 2009 montrent un mois plus humide qui est janvier avec 65,5%

(tableau 05) et le mois le moins humide est juin avec 44,0%.

3. Matériel végétal

Le matériel végetal a été récolté au niveau du département des Sciences
Agronomiques de I'Université Saad DAHLEB (Blida) en saison printaniere (16 avril),
seule la partie aérienne (feuilles et jeunes tiges) qui a été collectée en début de

matinée afin que le matériel végétal soit le plus frais possible.
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Figure 12 : Rosmarinus Officinalis de la région de Blida

4. Matériel microbiologique
4.1. Les microorganismes testés :

Le support microbien utilisé est composé de six souches de références (04
souches bactériennes (01Gram+ et 03 Gram-)) une levure, et une moisissure.
Fournies dans des milieux de conservation (GN) par le laboratoire d’hygiéne de Blida
(Tableau 06).
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Tableau 06: Microorganismes testés

Microorganismes Gram Souches Référence Source
testés
Staphylococcus | ATCC 25923 L.B.H
Gram + aureus
Escherichia ATCC 25922 L.B.H
coli
Gram-
Bactéries Pseudomonas | ATCC 27853 L.B.H
aeruginosa
Salmonella ATCC 13314 L.B.H
arizonea
Levure Candidas ATCC 10231 L.B.H
albicans
Champignon
Moisissure Aspergillus ATCC 10231 L.B.H
niger

5. Extraction de I’huile essentielle de romarin
5.1. Traitement du matériel végétal

L’extraction des huiles essentielles s’est effectuée au niveau du laboratoire
phytopharmacie de département biotechnologie, durant les mois « Fin d’Avril et

Mai».

Les échantillons, fraichement récoltés, sont séchées a I'ombre dans un
endroit sec et aéré pendant 15 jours. Une fois la plante séchée, nous avons séparé
les feuilles des rameaux et elles sont conservées dans des sacs propres et aérés en

papier pour servir ultérieurement a I'extraction de I'huile essentielle. (Figure 13)
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Figure 13 : feuilles de séchées de R. Ofiicinalis.

5.2. Extraction des I’huiles essentielles :

Parmi les différentes techniques d’exploitation des plantes aromatiques, nous avons

opté pour I'extraction des huiles essentielles par hydro distillation.
5.2.1. Dispositif d’extraction

L’appareil utilisé pour I'hydrodistillation est de type Clevenger, il est constitué d’'un
chauffe ballon qui permet la distribution homogéne de la chaleur dans le ballon, un
ballon en verre pyrex ou I'on place les feuilles séchées et I'eau distillée, une colonne
de condensation de la vapeur (réfrigérant) qui vient de I'’échauffement du ballon, un

collecteur en verre pyrex également qui recoit les extraits de la distillation (figure 14).
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Figure 14 : Appareillage utilisé : type clevenger.

5.2.2. Mode opératoire :

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 3h. Les vapeurs hétérogenes formées dans le serpentin sont
condensées sur une surface froide qui est celle du réfrigérant, ainsi la séparation
eau- essences s'effectue par une simple différence de densité. L’huile essentielle

obtenue est gardée au réfrigérateur a 4 °C et a I'obscurité jusqu'a son utilisation.
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Figure 15 : les étapes d’extraction de I'huile essentielle
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Figure 16 : composés récoltés de Rosmarinus
officinalis
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6. Les parameétres étudiés
6.1. Le volume d'huile essentielle

Le volume de Tlhuile essentielle est déterminé grace aux graduations
millimétriques de I'éprouvette utilisée pour séparer la couche de I'huile essentielle de

celle de I'hydrolat. Les volumes obtenus sont exprimés en ml.
6.2. Le Rendement en huile essentielle:

Le rendement est défini comme étant le rapport de la masse d’huile

essentielle obtenue sur la masse de matiére végétale.

R (%) =(MHE/mMV)x 100

m H E : Masse d’huile essentielle(g)
mMV: Masse de matiére végétale(g)

R(%): Rendement en huile
essentielle

6.3. Caractéristique de I’huile essentielle du Rosmarinus officinalis L.
La caractérisation d’'une essence consiste a :

e Vérifier ses caractéristiques organoleptiques (aspect, couleur, odeur et

saveur).
¢ Identifier sa composition chimique.
6.3.1. Caractéristiques organoleptiques

Les tests pour les caractéres organoleptiques (aspect, couleur et odeur) ont été

effectués par un personnel qualifié du laboratoire.

6.3.2. L’identification chimique de I’huile essentielle : Analyse par
Chromatographie en phase Gazeuse Couplée par Spectrophotométrie de
Masse (CPG/MS)

L’analyse des huiles essentielles récupérées a été réalisé a I'lnstitut national de

Gendarmerie de criminologie (INCC) de Bouchaoui (Alger) par chromatographie en
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phase gazeuse couplé au détecteur a un spectrophotometre de masse GC/MS
modéle Trace GC Ultra DSQII équipé d’est une HP5-MS 30m ; 0.25mm ID ;

0.25mm d’épaisseur de phase stationnaire.

Les conditions opératoires optimales utilisées

- Température de I'injecteur 250°

- La programmation de température du four du CG est de 50° pendant 1min
03°C/min jusqu’a 280° C, 1mn de maintien

- Le gaz vecteur utilisé est He avec un débit de 1.0 ml/min débit constant.
- Spectrometre de masse :

Ligne de transfert a 280°C

Source d’ions a 200° C

Retard sur I'acquisition 4.0 min

Energie d’ionisation 70 eV

Full scan de 35 a 450 amu

Apres obtention des pourcentages les composés des HE sont identifiés par
une recherche dans librairies spectrales: NIST, PFLEGER, NBS, WILEY.

6.4. Etude de I’activité antimicrobienne de I’huile essentielle de romarin

L’étude de I'activité antimicrobienne de 'huile essentielle de Rosmarinus

officinalis a été effectuée au niveau du laboratoire d’hygiéne de la wilaya de Blida.

Pour évaluer l'activité antimicrobienne de I'huile essentielle de romarin de la région
de Blida, nous avons utilisé la méthode d’aromatogramme, c’est une méthode de
diffusion des disques sur milieu gélosé. (BENDJELALI et al. 1986)

6.4.1 Méthode de diffusion des disques :

Nous avons appliqué la technique par contact direct de 'aromatogramme pour
évaluer l'activité antimicrobienne des huiles essentielles. Ce test a été effectué

suivant la méthode de CONNER et BEUCHAT (1984a,b), ADAM et al. (1998) et
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CHADO et al. (2000) et en respectant les recommandations établies par le BSAC
(British Society for Antimicrobial Chemotherapy) .Ce test est effectué par dép6t d'un
disque stérile de cellulose de 6 mm de diamétre (Whatman N°1) imprégné d’une
quantité d’HE sur un milieu gélosé préalablement ensemencé avec une culture
microbienne. Apres incubation, la lecture des résultats se fait par mesure des

diamétres des zones d’inhibition en millimetres (Figure 17)

Colonies de bactéries >

‘O

La zone d’inhibition

Disque imbibé avec I'huile O

Essentiel

Figure 17: 'aromatogramme

6.4.2. Préparation des suspensions microbiennes (I'inoculum)

A patrtir d'une culture pure des bactéries a tester sur milieu d'isolement, racler par
une anse de platine, quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques.
Décharger lI'anse dans 5 ml d'eau physiologique stérile ., bien homogénéiser la
suspension bactérienne. L'ensemencement doit se faire en quelques min apres la
préparation de l'inoculum (DJELLOUL DAOUADJI, 2010).

L’inoculum microbien est ajusté a 0,5Mc (10° UFC/mlpour les bactéries et 1,5Mc

10° UFC/ml pour les champignons, en utilisant un Mc Farland densitométre.
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Figure 18: préparation de I'inoculum

6.4.3. Préparation de milieu de culture:

Les milieux de cultures utilisés, Mueller Hinton (M.H) pour les bactéries et le
Sabauraud (S) pour les champignons, sont stérilisés a I'autoclave pendant 15 min a
121°C. Couler aseptiqguement les milieux de culture dans les boites de Pétri a 4 mm
de hauteur (figure 19) et laisser refroidir et solidifier. (HARRAR, 2012).

Figure 19: préparation de milieu de culture (photo originale)
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6.4.4. Ensemencement :

L’ensemencement se fait dans un milieu stérile en présence de bec benzen.
Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne, I'essorer en le pressant
fermement, en tournant sur la paroi interne du tube, afin de le décharger au 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 Ilui-méme. Finir I'ensemencement en passant

I'écouvillon sur la périphérie de la gélose.

6.4.5. Préparation des disques :

Pour mettre en évidence le pouvoir antimicrobien de 'huile essentielle de romarin,
nous avons utilisé des disques de 6 mm de diamétre, préparés avec du papier
Whatman n°1. Les disques doivent posséder un contour régulier pour donner une
zone d'inhibition que I'on peut mesurer facilement. Ces disques sont stérilisés dans

un autoclave pendant 20 minutes a120°C.

Les disques sont 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.

Pour chaque souche microbienne les essais ont été répétés 3 fois, soit 18 essais

au totale.
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Figure 20: diffusion de I'huile essentielle en milieu solide.

6.4.6. Incubation et lecture

Les boites sont fermées et incubées a température ambiante pendant 20 min,
ensuite dans une étuve a 37 °C /24 h pour les bactéries et a 24°C pour les cultures

fongique pendant 5 jours

La lecture se fait par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition autour de chaque
disque a l'aide d’'un pied coulisse ou une régle en (mm). Les résultats sont exprimés
par le diameétre de la zone d’inhibition et peut étres symbolisé par des signes d’ aprés

la sensibilité des souches vis-a-vis des huiles essentiels (PONCE et al 2003).

- (-) souche résistante (D < 8 mm)
- (+) souche sensible (9mm < D < 14mm)
- (+ +) souche trés sensible (15mm < D < 19 mm)

- (+ + +) extrement sensible (D >20 mm)
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Figure 21: les étapes de la technique d’aromatogramme
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6.5. Evaluation de I’activité antioxydante

Ces derniéres années, I'intérét porté aux antioxydants naturels, en relation
avec leurs propriétés thérapeutiques, a augmenté considérablement. Cette étude
était destinée a un contréle préalable au balayage de I'activité radicalaire de huile
isolé a partir de romarin et évaluer leur efficacité par rapport a I'antioxydant
synthétique 'acide ascorbique (Vitamine C). Ce test a été accompli au niveau de

laboratoire du groupe Saidal de Médéa.
6.5.1. Test de I’activité antioxydante

Plusieurs méthodes sont utilisées pour mesurer les activités antioxydantes des
extraits volatils des plantes aromatique. L’activité antiradicalaire de I'huile essentielle
du Romarin a été évaluée par la capacité de balayage du radical libre DPPH. Cette
méthode décrite pour la premiére fois par BRAND WILLIAMS et al. (1995), modifiée
par la suite par, MASUDA et al. (1999) et MOLYNEUX (2004) consiste a suivre la
réduction du radical libre DPPH (2,2- diphenyl -1- picrylhydrazyl) par un antioxydant a
I'aide de spectrophotométrie UV-visible, en mesurant la diminution de I'absorbance a

517 nm provoquée par la présence de 'huile essentielle.

6.5.1.1. Test de piégeage du radical libre DPPH

A - Principe :

A température ambiante, le radical DPPH présente, en solution alcoolique, une
intense coloration violette qui disparait au contact d’'une substance donneuse de

protons (figure 22).

Cette décoloration met en évidence le pouvoir antioxydant d’un échantillon par sa
capacité a piéger le radical libre et se traduit par une diminution de 'absorbance a
517 nm (MOON et SHIBAMOTO, 2009).
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(Antnoxndant)

NO,
H
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2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazy|
free radical (DPPHe) (DPPH)

Figure 22 : Réaction entre le radical DPPH* et I'antioxydant pour former le DPPH
stable (Moon et Shibamoto, 2009).

B- Mode opératoire :
Le teste antioxydant a été réalisé avec la méthode au DPPH

C- Préparation des dilutions de I’huile essentielle :

L’expérience a été effectuée sur 6 concentrations différentes d’échantillon de I'ordre
décroissant, dilués dans le méthanol (0.1, 0.08., 0.06., 0.04., 0.02., 0.01)

Cinquante microlitres de chaque solution méthanolique des extraits a différentes
concentrations de (0.0125 a 5mg /ml) ou de standard (acide ascorbique) sont
ajoutés a 1,95 ml de la solution méthanolique du DPPH .En paralléle, un contréle
négatif est préparé en mélangeant 50ul de méthanol avec 1,95 ml de la solution

meéthanolique de DPPH.

La lecture de 'absorbance est faite contre un blanc préparé pour chaque
concentration a 515nm apres 30 minutes d’incubation a I'obscurité et a la
température ambiante. Le contrdle positif est représenté par une solution d’un
antioxydant standard ; I'acide ascorbique dont I'absorbance a été mesuré dans les
mémes conditions que les échantillons. Les résultats ont été exprimés en
pourcentage d’inhibition (I %) (ATHAMINA ., al 2010).

Pour chaque dilution les essais ont été repétes 2 fois, soit 12 essais au totale.
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Figure 23 : préparation des dilutions et DPPH (photo originale)

6.5.2. Expression des résultats :

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

suivante :

% d’inhibition= [(Abs ¢ — Abs e)/ Abs c] x 100
Abs c : Absorbance du contréle
Abs e : Absorbance de I'échantillon testé

Nos résultats ont été exprimés en tenant compte de la moyenne de trois mesures

obtenues.

Pour chaque extrait nous avons déterminé la valeur IC50 qui est la concentration du
substrat qui cause la perte de 50% de l'activité du DPPH (SAMARTH et al. 2008).
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Les résultats peuvent étre aussi exprimés en puissance antiradicalaire (BRAND
WILLIAMS et al., 1995).

ARP=1/1C50
ARP : Puissance anti radicalaire

IC50 : Concentration de I'extrait nécessaire pour réduire a 50% la concentration
initiale du radical DPPH.

7. Analyse statistique :

Les parameétres que nous avons étudiés nous conduisent a I'utilisation de I'analyse
statistigue de variance en utilisant le logiciel XLSTAT .Les différences sont

considérés statistiguement significatives au seuil de 0.05.
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1. Rendement en huiles essentielles

Les rendements moyens en huiles essentielles extraite par hydrodistillation, a été
calculés en fonction de la matiere végétale séche de la partie aérienne de

Rosmarinus officinalis.
RuEe (%) = (Mn/ Mmyv ) X 100

Rue = 0, 31 %

Le rendement en I'HE obtenu par I'hydrodistillation est de I'ordre de 0.31%. Les
rendements obtenus concordent avec ceux cités par EL GUIDOUR, (2003), qui
mentionne des taux variant entre 0.1 et 0.4%. Cependant GUY, (2005), indique des
taux supérieurs 0.5 et 0.6%. Les valeurs de I'Office Nationale Interprofessionnelle
des Plantes Aromatique et Médicinale (ONIPPAM) sont supérieures a nos résultats,

elles sont de I'ordre de 1.5 et 2%.

Ces variations de teneurs peuvent étre dues a plusieurs facteurs cités dans la
bibliographie notamment le degré de développement des feuilles de R. officinalis,
l'interaction avec I'environnement (type de climat, sol), le moment de la récolte et la
méthode d’extraction (BESOMBES, 2008).

2. Tests organoleptique de I’huile essentielle

L’huile essentielle obtenue est un liquide limpide jaune péle avec une odeur
aromatique forte et fraiche plus ou moins camphrés, de goGt amer (figure 24). Ces

caracteéristiques sont comparables a ceux d’AFNOR (2000).

Les caractéristiques organoleptiques de I'huile essentielles du romarin obtenu, sont

résumées dans le tableau.
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Tableau 07: Caractéristiques organoleptiques de 'HE de romarin.

Espéce Caractéristiques organoleptiques
Aspect Couleur Odeur
Romarin Liquide mobile Jaune pale Odeur caractéristique
limpide fraiche plus ou moins
camphrée
Normes AFNOR Liquide, mobile Incolore a Odeur caractéristique
limpide jaune pale cinéolée plus ou
moins camphrée
selon l'origine

Figure 24 : échantillon de I'huile essentielle du romarin de la région de Blida.
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3. Analyse chimique CPG/SM de I’huile essentielle de romarin

L’identification de la composition chimique de I'huile essentielle de romarin a été
réalisée par CPG/SM.

Les pics du chromatorgramme de I'huile essentielle de feuille du Rosmarinus
officinalis sont comparés a ceux des composés de références présents dans une
bibliotheque de spectre avec une banque de données informatisées. L’appareil
CPG/SM nous a donné les différents chromatogrammes de masse et les indices de

rétention des substances comparables qui peuvent constituer cet extrait (figure 25).

L’analyse chromatographique CPG/SM nous a permis d’identifier Vingt cing
composés dans l'huile essentielle de R. officinalis. . Les principaux composants
(>5%) et leurs pourcentages ont été déterminés ainsi que le temps de rétention dans
I'huile essentielle de R. officinalis sont : le camphene (8.64%), a-Pinene (20,43%),
Eucalyptol (9,08%), Camphre (19,13%), Barneol (11,37) et Verbenone (12,13).
tableau(08).

L'huile essentielle testée contient également des quantités considérables de divers

constituants mineurs.
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Tableau 08 : Composition chimique majoritaire de [I'huile essentielle

de Rosmarinus officinalis de la région de Blida.

Nom TR Surface
%
a-Pinene

7,44 1022704319 20,432%
Camphene

7,93 432709599 8,645%
Eucalyptol

11,09 454800979 9,086%

Camphre (Lcanfor)

15,96 957838001 19,136%
Barneol
16,93 569407163 11,376%
Verbenone
(2-Pinen-4-one)
18,88 607436039 12,135%
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Figure 25: Chromatogramme de I'huile essentielle de Rosmarinus officinalis.

Il existe de nombreuses études dans la littérature sur la composition chimique de
I'huile essentielle de R. officinalis (CELIKTAS et al, 2007 ; BOUSBIA et al, 2008).
Plusieurs travaux ont mis en évidence I'existence de multiples composés bioactifs
dans l'huile essentielle de R. officinalis dans différentes régions d’Algérie
(BENHABILES et AIT AMMAR, 2001 ; LOGRADA et al., 2014). Le

chromatogramme de I'huile essentielle de R. officinalis a montré des spectres avec
pourcentage élevé en Verbenone, Camphre, Borneol, Eucalyptol et dans le groupe

des monoterpenes.

D’aprés les résultats obtenus, la nétre s’avére étre du type Camphre/ Verbenone car
ces deux molécules sont majoritaires dans ’'HE. Nos résultats sont en accord avec
les études de MILADI et al., (2011) et KUKERJA et al.,(2007). lls ont également
identifié le camphre comme un composant principal dans I'huile essentielle de R.
officinalis. Alors que, AYADI et al., (2011) a identifié le verbénone comme un

composant principal dans I'huile essentielle de R. officinalis.

Les variations rencontrées dans la composition chimique du point de vue qualitatif et
guantitatif de notre échantillon comparés a certains travaux antérieurs peuvent étre
dues a certains facteurs écologiques, a la partie de la plante utilisée, a I'age de la
plante et la période du cycle veéegétatif ou méme a des facteurs génétiques
(HUSSAIN, 2009 ; ANWAR et al., 2009).
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4. Activité antimicrobienne de I’HE de romarin « in vitro »

Pour I'évaluation de l'activité antimicrobienne des huiles essentielles, la technique

utilisée est celle de 'aromatogramme.

L'activité antimicrobienne des huiles essentielles de R.officinalis est évaluée sur six
germes pathogénes hospitaliers de référence (quatre souches bactériennes et deux
souches fongiques) par la méthode de diffusion de disque. Le DMSO utilisé comme
témoin négatif est sans effet sur la croissance des bactéries. Le pouvoir
antimicrobien de cette huile volatile est obtenu par la mesure du diamétre de la zone
d'inhibition en mm a l'aide d'une regle. A noter que les diameétres des disques (6mm)

sont inclus dans les mesures des diameétres de la zone d’inhibition.

Le tableau 09 illustre les variations des diamétres des zones d’inhibition des souches
microbiennes apparues en présence de I'huile essentielle de Rosmarinus officinalis
L.
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Tableau 09 : Résultats synthétisés de la croissance des souches microbiennes.

Diameétres (rmm)
Souches S
Tl.EI‘ﬂD.III'l Movenmne Degré de |a
négatif (-) sensibilité
Staphyvlococcus -
i 2+1 Resistante (-)
Gram +
E coli : '
] 162 Tres sensible
Gram-
(++)
Bactenes
P asruginosa _ 621 Résistante
Cram-
am (-]
Salmonella _ 03320 57 Sensihle
Gram-
am [+)
Candida ) Sensible
o - 10=£3
albicans
(+)
Fonmques
54 Aspergillus ,
niger i 12 33+2 51 sensible
(+)

Non sensible (-), Sensible (+), Trés sensible (+ +), Extrémement sensible (+++)
(PONCE et al 2003)

Notes : (-) pas d’inhibition, DMSO: témoin
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» Zone d'inhibition (Résistante = 6mm)

Figure 26 : Effet de I'huile essentielle sur Pseudomonas

Figure 27: Effet de I'huile essentielle sur staphylococcus
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Figure 28: Effet de 'huile essentielle

sur Candida albicans

Figure 29 : effet de I'huile essentielle sur aspergilus
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Figure 30: effet de I'huile essentielle sur Figure 31: effet de I'huile essentiel sur

E.coli salmonella

L’activité antimicrobienne des HE a fait I'objet d’'un grand nombre de publication a
I'échelle internationale (OURAINI et al., 2005 ; GIORDANI et al., 2006 ;
KALOUSTIAN et al., 2002 ; AMARTI, 2009 ; BSSAIBIS et al., 2009). Dont plusieurs

ont spécifiquement noté la forte activité antibactérienne.
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Figure 32: Effet antimicrobien de I'HE de romarin sur les

microorganismes testeés.

L’activité antibactérienne montre que, E.coli posséde un potentiel de sensibilité

trés élevé par sa zone d’inhibition de 16 mm. Cependant Aucune zone d‘inhibition,

n‘a été observée pour P. aeruginosa, dont elle possede un potentiel de résistance

trés élevé contre 'action antibactérienne de L‘huile essentielle testé.

L’huile de Rosmarinus officinalis présente un effet inhibiteur sur les deux souches

bactériennes avec des zones d’inhibition de 8 mm et 9.33 mm respectivement, pour

staphylococcus aureus et salmonella arizonea.

De plus on remarque que I'H.E est pourvue d’un effet inhibiteur efficace sur les

moisissures et levures de R.officinalis candida et aspergillus avec des zones

d’inhibition de 10 mm, 12.33 mm respectivement. (Figure 32).
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test ‘anova
F=11.347 / p>0.0003
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Figure 33: Effet comparé par le test d’'anova
sur les microorganismes

D’aprés les résultats obtenus (figure 33) par le modéle XLSTAT, L’analyse
statistique de la variance a révélé une différence significative entre les diamétres
des zones d’inhibition (F=11,347/ p>0,0003%).

Nos résultats montrent quelques similitudes avec les autres travaux. L’étude de I'effet
antimicrobien du Rosmarinus officinalis L de la région de Djelfa, a montré que E.coli
a une certaine sensibilité de (18mm) vis-a-vis L’huile essentielle (ARBOUCHE et al.,
2015). Celui d’El Kala, s’est montré efficace contre E-coli, et inefficace contre,
pseudomonas (OUIBRAHIM, 2015).

L’activité antibactérienne de L‘huile essentielle de R. officinalis a exercé une activité

inhibitrice importante vis-a-vis des bactéries Gram - (E.coli et Salmonella).

Certaines études révélent aucune activité antimicrobienne sélective vis-a-vis les
bactéries Gram (+) ou Gram (-) (GUESMI & BOUDABOUS, 2006).
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Les propriétés antimicrobiennes des huiles essentielles de plusieurs plantes
aromartiqgues et médicinales ont été attribuées a leur profil chimique et surtout aux
alcools terpéniques (KURIT et al., 1982, KARAMAN et al., 2001 , BAYDAT et al.,
2004 , PIBIRI, 2005 ,SATRANI et al ., 2006). Leur spectre d’action est trés étendu,
car elles agissent contre un large éventail de bactéries, y compris celles qui
développent des résistances aux antibiotiques. Cette activité est par ailleurs variable
d’'une huile essentielle a l'autre et d’'une souche bactérienne a 'autre (KALEMBA et
Kunicka, 2003). Selon DORMANS en 2000, le principal facteur modifiant I'activité
antimicobienne d’HE est le type et la structure moléculaire des composants actifs

présents dans cette HE.

La plupart des composés chimiques des H.E. sont dotés de propriétés
antimicrobiennes, cité par BOUAOUN ET SES COLLABORATEURS (2007), mais
ce sont les composés volatils majeurs qui présentent les propriétés antimicrobiennes

les plus importantes, et en particulier les phénols, les alcools et les aldéhydes.

L‘a pinéne, limonéne sont des hydrocarbures aliphatique monoterpénes, qui ont une
activité antibactérienne modérée sur la pluparts des bactéries telles que E.coli et S.

aureus, ils ne sont pas actis sur P.aeruginaosa. (DORMAN et al., 2000).

5. Activité antioxydante

Le DPPH est un radical libre nous permettant de déterminer le potentiel de
pieégeage de nos huiles essentielles grace a sa sensibilité a détecter les composants
actifs a des basses concentrations (Yl et al, 2008) C’est un radical synthétique de
couleur violette qui vire vers le jaune quand il est capté par les extraits testés.
L’intensité de la couleur jaune refléte la capacité anti-radicalaire de I'extrait, et
dépend de la nature, la concentration et la puissance de cet extrait. L’activité anti-
radicalaire a été estimée par spectrophotométrie en suivant la réduction du DPPH a
517nm (Maisuthiaskul, 2007). L’activité antioxydante de I'H.E de R.officinalis L. a

été comparée a celui de I'acide ascorbique.
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La figure 34 illustre I'efficacité des huiles essentielles et du BHT a piéger par le
radical DPPH, traduite par le taux d’inhibition (1%) en fonction des différentes

concentrations.

60,00000

50,00000

40,00000

30,00000
== AA% huile essentielle

20,00000 == AA%acide ascorbique

10,00000

taux d'inhibition %

0,00000
0,00000 0,05000 0,10000 0,15000

Dilutions (ml)

Figure 34 : Pourcentage d’inhibition des huiles essentielles et de I'acide ascorbique(témoin)

On observe que la plus faible activité radicalaire (20.800 + 0.145%) a été obtenus
par I'huile essentielle a une concentration 0.01mg/ml, tandis que la plus faible exposé
par I'acide ascorbique est de (32.4 £0.442). Par ailleurs la plus forte activité anti-
oxydante (40.800+ 0.142) a été exercé par I'HE a une concentration de 0.1 mg/ml,
cependant la plus forte activité détecté par I'acide ascorbique est de (48.6 + 0.353).
Le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente avec l'augmentation de la
concentration soit pour I'acide ascorbique ou pour I'huile essentielle de romarin. On
observe que le pourcentage d’inhibition du radical libre pour I'huile essentielle est
relativement inferieur a celui de la vitamine c’est pour toutes les concentrations

utilisées.
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1
test d'anova
60,00000
s 50,00000
S 40,00000 |
= I
= 30,00000 -l
=
; 20,00000
8 10,00000
0,00000
1 2 3 4 5 6
® dilutions (ml) 0,10000 | 0,08000 | 0,06000 | 0,04000 | 0,02000 | 0,01000
o AA% huile essentielle | 40,80000 | 35,74000 | 29,68000 | 26,60000 | 23,20000 | 20,80000
bd AA%acide ascorbique 48,6 45,64 41,24 38,15 35,2 32,4

Figure 35 : Etude comparé des taux d’inhibitions par le test d’anova

D’aprés analyse statistique de la variance, le teste d’annova exprimé dans la figure
(35) confirme nos résultats dont la différence est significative F= 302,550 / p< 0.0001.
L’acide ascorbique a présenté une activité plus élevé que celle de I'huile essentielle

de Rosmarinus officinalis.

Détermination d’IC50 et ARP :

Pour mieux caractériser le pouvoir antioxydant, nous avons introduit deux

parametres :

IC50 est inversement proportionnel a la capacité anti-oxydante d'un composé, parce
qgu’il définit la concentration efficace du substrat qui cause la perte de 50% de
I'activité du radical DPPH. (ABDULMAJED et al., 2005; AHMAD et al., 2012;
RANGA et al., 2009) Plus la valeur d“IC50 est petite, plus I'activité anti-oxydante

d'un composé est grande.

Les valeurs de IC50 des deux testes étudiées (tableau 10) ont été estimées en

utilisant la courbe de régression linéaire : (tableau 09) (figure 36)
y=ax+b Ou vy =50% (pourcentage de réduction de DPPH)

x : IC50 (la concentration en extrait et de I'acide ascorbique)
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- Le calcul du pouvoir antiradicalaire :
(APR) qui est inversement proportionnel a 'lC50] (tableau 10).
(APR=1/IC50)

Tableau 10 : Résultat du test antioxydant exprimant la concentration efficace 50% en

mg/ml
Teste étudiés IC50 ARP
H.E de R.officinalis 0,146 6,849
Acide ascorbique 0.107 9,345

0,15
0,1

0,05

CI50 mg/ml

huile essentielle acide ascorbique
IC50

Figure 36: Concentrations de réduction de 50% de DPPH.

L’huile essentielle rend le radical libre stable (2.2 diphenyl-1-picrylhydrazyl) au
diphenyl-picrylhydrazine jaune-coloré avec un IC50 de 0,146 mg/ml montrant une
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activité trés importante .D’aprés ces résultats on prouve que I'acide ascorbique reste

I'antioxydant le plus efficace avec un IC50 de 0.10 0.107 mg /ml.

D’aprés nos résultats, 'HE de Rosmarinus officinalis s’est avéré étre un bon
inhibiteur d’oxydation. Des résultats similaires ont été rapportés dans d’autres
travaux. A titre d’exemple, ceux de Gachkar et al, (2007) dont I'aptitude du romarin &

réduire I'oxydation est meilleure que son potentiel antiradicalaire.

Le romarin (Rosmarinus officinalis L.) peut produire des antioxidants similaires aux
antioxydants synthétique (BHA, BHT, BTHQ).(Ibanez, 1999). Selon de nombreuses
études précédentes, I'extrait de romarin contient principalement des composés
aromatiques comme le bornéol, le camphéne, le camphre et le cinéol, des
flavonoides comme I'apigénine et I'diosmine, des tanins, de l'acide rosmarinique, des

diterpénes et de la rosmaricine.

La présence de 1, 8 - cinéole (Eucalyptol) en tant que substance naturelle principale
de I'huile essentielle de Rosmarinus officinalis donne beaucoup d'effets (SANTOS,
2000 ; GHANNADI et al., 2002).Ce monoterpéne a présenté des effets
pharmacologiques divers, comme relaxant des muscles lisses, anti-inflammatoire,
antioxydant et hypotenseur (SANTOS et al., 2004)

L’HE contient des monoterpénes a des taux assez élevés. Dans une étude
antérieure, les huiles avec une prédominance monoterpénique ont montré une
activité assez modeste (GACHKAR et al., 2007). En contradiction avec les travaux
de TEPE et al, (2004), ou ils ont démontré une grande activité antioxydante des
huiles essentielles contenant des monoterpénes et / ou des sesquiterpénes
oxygénés. Ainsi une corrélation existe entre I'activité antioxydante des essences et la

teneur de monoterpénes oxygeneés (MILADI et al., 2013

Nos résultats s’accordent avec celui cité par SVOBODA et HAMPSEN, 1999, le
camphre qui est un composé majoritaire de notre huile essentielle avec une
concentration de 11.25% posséde une forte activité antioxydante, ainsi que notre

camphre qui est un composé majoritaire avec une concentration de 19.136 %.

Ce n’est pas uniquement les composés majoritaires des HE qui sont responsables
de cette activité antioxydante, mais il peut y avoir aussi d’autres composés
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minoritaires qui peuvent interagir d’'une fagon synergique ou antagoniste pour créer
un systeme efficace vis-a-vis des radicaux libres (Lu et Foo, 2001 ; SING et al.,
2006).
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Le Romarin est une plante médicinale aromatique trés recherchée par
'aromathérapie, les industries pharmaceutiques, et plusieurs domaines, dont elles
restent toujours la source fiable des principes actifs connus par leurs propriétés

thérapeutiques.

Cette étude se voulait une contribution & la connaissance phytochimique par CG/SM

et a évaluer I'activité biologique des huiles essentielles de R. officinalis.

L’extraction des huiles essentielles de la partie aérienne de R.officinalis par
hydrodistillation en utilisant un dispositif d’extraction type Clevenger, a donné un
rendement de 0.31 %. Cette valeur est identique avec celles obtenus dans d’autres

études concernant la méme espéce.

L’analyse de I'huile de romarin a permis d’isoler et d’identifier 25 composés
représentant 97,82% de l'huile essentielle avec des constituants majoritaires : le
camphene (8.64%), a-Pinene (20,43%), Eucalyptol (9,08%), Camphre (19,13%),
Barneol (11,37) et Verbenone (12,13).

En comparant les résultats de I'analyse chimique de [I'huile essentielle avec
les résultats obtenus de plusieurs espéces appartenant aux mémes genres étudiés,
on a constaté beaucoup de ressemblances et quelques différences qui peuvent étre

attribuées aussi bien aux facteurs extrinséques qu’aux facteurs intrinséques.

La caractérisation d’une huile essentielle est une opération indispensable
lorsqu'on souhaite la contréler, la commercialiser, ou mettre en évidence son

eventuelle spécificité.

La sensibilité des bactéries y compris champignons vis-a-vis de I'huile de
romarin est déterminée selon la méthode de diffusion sur gélose (aromatogramme),
en mesurant le diamétre de [I'halo d’inhibition. nous avons réalisé un test
antimicrobienne vis-a-vis quatre souches bactériennes et deux souches fongiques
pathogenes, les résultats microbiologiques ont montré que I'huile essentielle de R.
officinalis a une action importante sur les champignons et les espéces bactériennes
testées, dont Escherichia coli (gram -) s’est révélée la plus sensible avec un
diamétre d’inhibition de ( 18 mm).et s’es montrée inactive sur Staphylococcus
aureus avec un diametre de 8mm. Par ailleurs une forte activité est noté sur les
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souches fongiques avec une zone inhibitrice vis-a-vis Candida albicans et Aspergilus

sp de 10 mm et 12 mm respectivement.

En ce qui concerne I'évaluation de la propriété antioxydante, elle est une tache
intéressante et utile, en particulier pour trouver de nouvelles sources d’agents
antioxydant naturels. Dans ce contexte, nous avons essayé d’évaluer l'activité
antioxydante d’huile de romarin a Blida. La coloration de solution DPPH
méthanolique par l'huile de romarin confirme que c’est un bon inhibiteur
d’oxydation. Cette huile peut étre considérée comme un agent antioxydant naturel

capable d’empécher 'oxydation et I'altération de certains aliments.

D’autre part, les valeurs d’IC50 pour I'acide ascorbique, et le romarin sont a
l'ordre de 0.107 mg /ml et de 0,146 mg/ml respectivement. La comparaison des
résultats montre que I'acide ascorbique a présenté une activité plus élevé que celle

de I'huile essentielle de Rosmarinus officinalis.

Les résultats obtenus semblent tres intéressants et doivent étre poursuivis
par d’autres études, notamment la caractérisation des huiles de romarin, optimisation
des paramétres de traitement, détermination de son mécanisme d’action sur I'activité
bactérienne, antivirale, Anti-inflammatoire, anti oxydante et autres, donc peuvent

servir comme base de lutte biologique .
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Annexe 01 : Analyse de la variance du pouvoir antimicrobien de I'huile essentielle

sur les micro-organismes.

Somme des | Moyenne
Source DDL carrés des carrés F Pr>F
Modele 5 189,111 37,822 11,347 0,000
Erreur 12 40,000 3,333
Total corrigé 17 229,111

Annexe 02 : Analyse de la variance de l'activité antioxydante de I'huile essentielle
Source DDL Somme des |Moyenne des F Pr>F
carres carres
Modeéle 6 1638,016 273,003 302,550 <0,0001
Erreur 17 15,340 0,902
Total corrigé 23 1653,356

Annexe 03 : appareil utilisé pour CG/MS
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Annexes 04 : Appareil utilisé pour l'activité antioxydante (spectrophotometre).
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