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Résumé 

 

 

Cette étude a pour objectif de déterminer la composition chimique, d’examiner le 

pouvoir antimicrobien et d’évaluer l’effet hypoglycémiant des huiles essentielles de la plante 

médicinale «Rosmarinus officinalis L.» . 

Ces huiles sont cultivées dans deux régions différents de Cherchell et de Khenchela extraites 

par la société EXTRAL-BIO par la méthode d’entraînement à la vapeur d’eau. 

La composition chimique de ces HE a été identifiée par CG/SM, dont les composés 

majoritaires sont : le camphre (26,7%), l’α-pinène (14,36%) pour l’HE de romarin de la 

région de Cherchell. Par ailleurs, la région de Khenchela a été caractérisé par un contenu 

important de 1,8-Cinéole (34,22%) et le camphre (7,87%).  

La propriété antimicrobienne a été déterminée par deux méthodes : diffusion sur disque et 

dilution en milieu solide. Elle a été étudiée vis-à-vis 5 germes microbiennes qui se sont 

révélés sensibles aux huiles essentielles étudiées.  

En ce qui concerne l’effet hypoglycémiant après traitement des deux  huiles (250µl/kg) ont 

montrés une diminution de taux de glycémie et une élévation du poids corporel. L’étude 

histologique au niveau de pancréas a montré que les deux essences aromatiques ont exercé 

une restauration des ilots de Langerhans lésés par l’effet de l’alloxane.  

 

Mots clés : Rosmarinus officinalis L. , pouvoir antimicrobien, effet hypoglycémiant, alloxane, 

huile essentielle. 

 

  

 



Abstract 

  

 The objective of this study is to determine the chemical composition, to examine the 

antimicrobial power and to evaluate the hypoglycemic effect of the essential oils of the 

medicinal plant «Rosmarinus officinalis L. ». 

These oils are grown in two different regions of Cherchell and Khenchela extracted by the 

EXTRAL-BIO company by stripping with steam method. 

The chemical composition of these Essential oil was identified by GC/MS, the majority 

compounds of which are: camphor (26.7%), α-pinene (14.36%) for the rosemary EO of the 

region of Cherchell. Otherwise, the Khenchela région was characterized by a high content of 

1,8-Cineole (34,22%) and camphor (7,87%).  

Antimicrobial property was determined by two essay: disc diffusion and dilution in a solid 

medium. It has been studied with respect to microbial strains which have been found to be 

sensitive to the essential oils studied.  

As far as, the hypoglycemic effect after traitement of two volatiles oils (250µl/kg) showed a 

decrease in blood sugar and an increase in body weight. The histological study at the level of 

pancreas showed that the two aromatic essences exerted a restoration of the islets of 

Langerhans damaged by the effect of the alloxane. 

 

Keywords : Rosmarinus officinalis L., antimicrobial power, hypoglycemic effect, alloxane, 

essential oil. 
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Introduction 

 

De nos jours, l’organisation mondiale de la santé (OMS, 2013) estime que 80% de la 

population mondiale s’oriente vers de la médecine traditionnelle pour des soins primaires. 

 

De par ses différents étages bioclimatiques (humide, sub-humide, semi-aride, aride, 

saharien) avec des hivers variés (très froid, froid, doux, chaud) et compte tenu de sa position 

biogéographique, l’Algérie possède un ensemble considérable d’espèces naturelles qui 

représentent un patrimoine phyto-génétique de très grande importance vue leur mode de 

répartition spatiale et leur rôle dans l’équilibre écologique (Snoussi et al., 2003). De 

nombreux composés naturels isolés à partir de plantes ont démontré un large spectre 

d'activités biologiques. Parmi ces différents types de substances naturelles, les huiles 

essentielles des plantes aromatiques et médicinales (Lahlou, 2004).  

 

 Parmi les familles qui appartiennent à cette catégorie des plantes aromatiques et 

médicinales, la famille de Lamiacée représente une grande importance aussi bien pour son 

utilisation en industrie alimentaire et en parfumerie qu’en thérapeutique. Elle est l’une des 

familles les plus utilisées comme source mondiale d’épices et d’extraits à fort pouvoir 

antibactérien, antifongique, anti-inflammatoire et antioxydant (Bakkali et al., 2008). Le genre 

le plus cité dans la littérature est : Rosmarinus officinalis L. 

 

 Le romarin (Rosmarinus officinalis L.), herbe aromatique, appréciée pour ses 

propriétés aromatiques et divers effets pharmacologiques: comme effet antibactérien (Bozin 

et al., 2007), effet antidiabétique et antioxydant (Bakirel et al., 2008), effet anti- 

inflammatoire et antinociceptif (Takaki et al.,2008), effet hypoglycémiant et 

hépatoprotecteur (Ramadan et al., 2013), effet sur les problèmes cardiovasculaires (Alnahdi, 

2012), et effet anti-hyperlipidémique (Al-Jamal et Alqadi, 2011), il est aussi largement 

utilisée dans les produits pharmaceutiques et en médicine traditionnelle (Athamena, 2009).  

 

 Il nous semble donc, intéressant d’inscrire notre travail sur : l’huile essentielle de « 

Rosmarinus officinalis L.» provenant de deux régions : Cherchell et Khenchela. 
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Ceci nous a amené à étudier l’activité antimicrobienne et l’effet hypoglycémiant de 

ces molécules bioactives ;  huiles essentielles issus des parties aériennes de R.officinalis 

récoltée à Cherchell et à Khenchela. 

 

Dans une première partie de ce travail, nous présenterons un rappel bibliographique 

sur les huiles essentielles, présentation de la plante sélectionnée, activité antimicrobienne et 

une généralité sur le diabète. 

 

Dans une deuxième partie nous aborderons la partie expérimentale qui sera : 

 

- Une analyse sensorielle, quelques paramètres physicochimiques et chromatographique par 

CG/SM de ces huiles.  

 

- Une étude du pouvoir antimicrobien vis-à-vis des cinq souches microbiennes par la 

méthode de diffusion sur disque et dilution en milieu solide (CMI et CMB/CMF) de ces 

essences. 

 

- Une évaluation de l’effet hypoglycémiant de ces huiles chez des souris rendues diabétiques 

par l’alloxane de ces huiles. 

 

  Et en dernier lieu conclusion et perspectives . 
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I-1- Huiles essentielles 

 

I-1-1- Historique 

 

L’huile essentielle est très ancienne et assez universelle, son utilisation date de plus de 

7000 ans (on trouve les premières traces chez les aborigènes d’Australie avec fumigation) 

preuve en est un alambic en terre cuite retrouvé au Pakistan datant de cette époque. On 

retrouve  des  inscriptions  datant  de  4000 ans en Mésopotamie et des écrits Egyptiens datant 

de 3500 ans. Les Egyptiens obtenaient les huiles essentielles en pressant les plantes 

(Yuerdon, 2004). De nos jours, l’aromathérapie retrouve ses lettres de noblesse grâce ente 

autre aux naturopathes, aux formations qui sons proposées aux médecins ainsi qu’aux 

recherche faites par les scientifiques (chimistes, agronomes …).  

 

I-1-2- Définition 

 

Selon la pharmacopée européenne (2008) : « Produit odorant, généralement de 

composition complexe, obtenu à partir d’une matière première végétale botaniquement 

définie, soit par entraînement par la vapeur d’eau, soit par distillation sèche, ou par un 

procédé mécanique approprié sans chauffage. L’huile essentielle est le plus souvent séparée 

de la phase  aqueuse  par  un  procédé  physique n’entraînant pas de changement significatif 

de sa composition ». 

 

L’huile essentielle appartient à la gamme des métabolites secondaires, issue du 

métabolisme végétale, elle ne se rencontre cependant que chez certaines plantes, qui prennent 

ainsi le nom de plantes aromatiques (Guinard, 1996 ; Encyclopédie encarta, 2004). 

 

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes de substances organiques 

aromatiques liquides qu’on trouve naturellement dans diverse partie des végétaux, 

concentrées, volatiles, non huileuses et sensibles à la décomposition sous l’effet de la chaleur. 

(Belhadi, 2010). 

 

I-1-3- Origine 

 

Les plantes vertes puisent l’eau et utilisent l’énergie solaire et le gaz carbonique 

présent dans l’air pour synthétiser les glucides, ce processus est appelé photosynthèse, il se 
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déroule au niveau des feuilles, plus précisément au niveau des chloroplastes qui renferment la 

chlorophylle, les produits issus de la photosynthèse sont (glucides, NADPH, ATP) constituent 

une source d’énergies, ils contribuent à la génération de nouvelles cellules, ils interviennent 

indirectement dans la biosynthèse de divers composés secondaires tels que les lipides, les 

hétérosides et les essences. Ainsi les huiles essentielles font parties des résidus du 

métabolisme végétal (Narishetty et Panchagnula, 2004). 

 

I-1-4- Répartition, localisation et fonction dans la plante  

 

I-1-4-1- Répartition 

 

On rencontre les huiles essentielles dans divers familles botaniques (Degryse et al., 

2008). Elles se localisent dans toutes les parties vivantes de la plante et se forment dans le 

cytoplasme de cellules spécialisées (Farhat, 2010). 

 

Le végétal aromatique fabrique de faibles quantités des huiles essentielles dans ses 

cellules excrétrices, de 0.01% à 5% de son poids, qu'il concentre ensuite dans des poches 

situées dans certains de ses parties (soit endogènes soit exogènes) : fleur, fruit, feuille, tige, 

rhizome, écorce…etc. (Anonyme, 2002). 

 

I-1-4-2- Localisation 

 

Les Huiles essentielles n’existent pas quasiment que chez les végétaux supérieurs. 

Elles sont produite dans le cytoplasme des cellules sécrétrices (accumulent dans des cellules 

glandulaires spécialisées), situées sur ou à proximité de la surface des tissus de plantes 

(recouvertes d’une cuticule). Ensuite, elles sont stockées dans des cellules (dite cellules à 

huiles essentielles) « Lauraceae», dans des poils sécréteurs « Lamiaceae», dans des poches 

sécrétrices « Myrtaceae ou Rutaceae » ou dans des canaux sécréteurs « Apiacieae ou 

Asteraceae ».L’accumulation des HEs peut être dans toutes les parties de la plante : sommités 

fleuries (lavande), écorces (cannelier), rhizomes (Gingembre), fruits (Anis)... (Bruneton, 

1993). 

 

I-1-4-3- Fonction 

 

La cause et le but de la formation des huiles essentielles sont encore presque inconnus. 
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� Fleur : l’odeur attire les abeilles pour féconder les fleurs. 

� Plantes et racines : dispositif de production contre la transpiration et l’infection par les 

bactéries ; propriétés fongicides et bactéricides. 

 

Selon Benamor et Haddad (1993), les Huiles Essentielles ont deux fonctions 

principales : 

� Protéger les parties durables des plantes contre les micro-organismes. 

� Favoriser la pollinisation en attirant les insectes pollinisateurs et une action répulsive 

contre les animaux herbivores. 

 

I-1-5- Caractéristiques physico-chimiques 

 

En ce qui concerne les propriétés physico-chimiques, les huiles essentielles forment un 

groupe très homogène (Bruneton, 1993), Les principales caractéristiques sont : 

 

� Liquides à température ambiante. 

� N'ont pas le toucher gras et onctueux des huiles fixes. 

� Volatiles et très rarement colorées. 

� Une densité faible pour les huiles essentielles à forte teneur en monoterpènes. 

� Un indice de réfraction variant essentiellement avec la teneur en monoterpènes et en 

dérivés oxygénés. Une forte teneur en monoterpènes donnera un indice élevé, 

cependant une teneur élevée en dérivés oxygénés produira l'effet inverse. 

� Solubles dans les alcools à titre alcoométrique élevé et dans la plupart des solvants 

organiques mais peu solubles dans l'eau. 

� Douées d'un pouvoir rotatoire puisqu'elles sont formées principalement de composés 

asymétriques. 

� Très altérables, sensibles à l'oxydation et ont tendance à se polymériser donnant lieu à 

la formation de produits résineux, il convient alors de les conserver à l'abri de la 

lumière et de l'humidité (Zabeirou et Hachimou, 2005). 
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I-1-6- Méthodes d’extractions  

 

Tableau 01 : Méthodes d’extractions des huiles essentielles. 

 

Technique Mode d’opération Température Références 

 

 

Distillation 

«Piochon, 

2008 » 

Hydrodistillation 

 

-Immerger la matière végétale 

directement dans l’eau et portée 

ensuite à ébullition. 

-Dégradation de certaines molécules 

aromatiques. 

Supérieur à 

100°C 

Lucchesi, 

2005 

Distillation par 

l’entraînement à 

la vapeur d’eau 

-Placer la matière végétale sur une 

grille perforée de passe la vapeur 

d’eau pour éviter les phénomènes 

d’hydrolyse. 

 Hellal, 

2011 

Hydro diffusion -L’avantage de cette technique est 

d’être plus rapide et moins 

dommageable pour les composes 

volatils.  

 Hellal, 

2011 

 

 

Extraction à froid 

-Cette méthode ne peut être 

utilisée que lorsque la matière 

première végétale est déchiquetée 

à forte pression, de façon à faire 

sortir l’essence des glandes qui la 

secrètent ou des cellules qui la 

contiennent et le produit obtenu 

n’a aucune modification chimique 

 Bruneton, 

1993 

et Roux, 

2008 

 

 

Extraction assiste par 

micro ondes 

-La matière végétale est chauffée 

par micro ondes, les 

composes volatil sont entraines 

par la vapeur d’eau et ensuit 

récupérées par « condensation, 

refroidissement, et par 

décantation » 

 Roux, 

2008 

 

Extraction par les 

solvants et les graisses 

-Les solvants ont un pouvoir 

d’extraction plus élève que l’eau 

mais l’inconvénient de cette 

technique c’est les solvants 

organiques pose de problèmes de 

toxicités de solvants résiduels. 

- 12°C à -

15°C 

Brian, 

1995 et 

Hernandez 

,2005. 

 

Extraction au CO2 

supercritique 

-Combiner les caractéristiques des 

gaz et des liquides et en outre 

minimiser tous les processus de 

dégradation et d’isomérisation. 

L’inconvénient de cette technique 

c’est la basse polarité du dioxyde de 

carbone le plus employé. 

31°C  
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I-1-7- Rôles 

 

I-1-7-1- Rôle physiologique 

 

Beaucoup de plantes produisent les huiles essentielles en tant que métabolites 

secondaires, mais leur rôle exact dans les processus de la vie de la plante est inconnu (Rai, 

Acharya et Wadegaonkar, 2003). Il y a beaucoup de spéculation au sujet du " rôle " d'huiles 

essentielles des plantes.  

 

Certainement plusieurs effets apparent " utiles " ont été décrits: réduction de la 

compétition des autres espèces de plante (allélopathie) par inhibition chimique de la 

germination des graines, et protection contre la flore microbienne infectieuse par les 

propriétés fongicides et bactéricides, et contre les herbivores par goût et effets défavorables 

sur le système nerveux (Porter , 2001).  

 

Certains auteurs pensent que la plante utilise l'huile pour repousser ou attirer les 

insectes, dans ce dernier cas, pour favoriser la pollinisation. D’autres considèrent l'huile 

comme source énergétique, facilitant certaines réactions chimiques, conservent l'humidité des 

plantes dans les climats désertiques (Belaïche, 1979).  

 

I-1-7-2- Rôle thérapeutique : 

 

Les huiles essentielles, reconnues pour leurs propriétés thérapeutiques, agissant sur la 

personne dans sa globalité (Oranges et al., 1973 ; Abrassart, 1992). Les huiles essentielles 

possèdent des propriétés thérapeutiques variées : 

  

� Remédient aux problèmes respiratoires. 

� Diminuent la tension nerveuse (Lemire, 2000). 

� Améliorent la circulation sanguine. 

� Aident le corps à traiter les impuretés. 

� Soulagent la nervosité et les douleurs rhumatismales. 

 

Il semble que les huiles essentielles extraites de certaines aromatiques ont un rôle 

important dans notre vie soit physiologique ou bien thérapeutique, sans oublier le rôle 
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biologique de ces huiles (inhibiteurs des germinations et protecteurs les plantes des prédateurs 

insectes, champignons (Ponoel, 1999). 

I-1-8- Composition Chimique  

 

L’étude de la composition chimique est généralement effectuée par chromatographie 

en phase gazeuse (CPG) et par chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie 

de masse (CPG-SM) (Salzer, 1977). La résonance magnétique nucléaire (RMN) peut 

également être utilisée (Tomi et Casanova, 2006). Les constituants des HE appartiennent 

exclusivement à deux groupes de composés odorants distincts : les terpènes (mono et 

sesquiterpènes) et les composés aromatiques dérivés du phénylpropane (Bruneton, 1999 ; 

Kurkin, 2003). 

 

I-1-8-1- Composés terpéniques 

 

Etant très répandus dans le règne végétal, les terpènes sont prépondérants dans la 

plupart des essences. Ils sont formés par des unités d’isoprène (Fig.01) qui est à son tour 

formé par la combinaison de cinq atomes de carbone (Bakkali et al., 2008). 

 

 

Figure 01 : Structure de l’isoprène (C5H8) 

 

Ayant un faible poids moléculaire, les terpènes présents dans les HE leur confèrent un 

caractère volatil et des propriétés olfactives. Ils sont classés selon leur fonction (alcools, 

aldéhydes, cétones, esters, cétone-oxydes) et leur structure linéaire ou cyclique (Pibiri, 2006 ; 

Couic-Marinier et Lobstein, 2013). 

 

I-1-8-1-1- Monoterpènes 

 

Ce sont les plus simples constituants des terpènes, formant 90% des HE et comportant 

deux unités d’isoprène. Selon le mode de couplage des unités « tête queue », ils peuvent être 

acycliques, monocycliques ou bicycliques (Fig.02). A ces terpènes se rattachent un certain 

nombre de produits naturels à fonctions chimiques spéciales (Bakkali et al., 2008). 
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Figure 02 : Exemples de quelques monoterpènes (Bruneton, 1999). 

 

I-1-8-1-2- Sesquiterpènes 

 

Les sesquiterpènes résultent de l’assemblage de trois unités d’isoprène (C15H22), mais 

leur structure et leur fonction restent similaires à celle des monoterpènes. Ils constituent la 

classe la plus diversifiée des terpènes avec des structures acycliques, monocycliques, 

bicycliques, tricycliques et polycycliques (Fig. 03). En général, ces composés sont sous forme 

d’hydrocarbures ou hydrocarbures oxygénés tels que les alcools, les cétones, les aldéhydes, 

les acides et les lactones dans la nature (Bakkali et al., 2008). 

 

 

Figure 03 : Exemples de quelques sesquiterpènes (Bruneton, 1999). 

 

I-1-8-2- Composés aromatiques 

 

Moins fréquents que les terpènes, les composés aromatiques dérivés du phénylpropane 

constituent une autre classe des substances volatiles présentes dans les HE (Kurkin, 2003). 

Cette classe comporte des composés odorants bien connus comme la vanilline, l'eugénol, 

l'anéthole et l'estragole et bien d’autres (Fig.04) (Bruneton, 1999).  
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Figure 04 : Exemples de composés aromatiques (Bruneton, 1999). 

 

I-1-8-3- Composés d'origines diverses 

 

Ce sont des produits résultant de la transformation de molécules non volatiles 

entraînables par la vapeur d'eau. Il s'agit de composés issus de la dégradation d'acides gras, de 

terpènes. D'autres composés azotés ou soufrés peuvent subsister mais sont rares. Enfin, il n'est 

pas rare de trouver dans les concrètes des produits de masses moléculaires plus importantes 

non entraînables à la vapeur d'eau, mais extractibles par les solvants homologues des 

phénylpropane, diterpènes, etc.... (Bruneton, 1993). 

 

I-1-8-4- Notion de chémotype 

 

Le chémotype d'une HE est une référence précise qui indique le composant 

biochimique majoritaire ou distinctif, présent dans l'HE .C'est l'élément qui permet de 

distinguer des HEs extraites d'une même variété botanique mais, d'une composition 

biochimique différent. Cette classification permet de sélectionner les HEs pour une utilisation 

plus précise, plus sure et plus efficace .Ce polymorphisme chimique existe chez certaines 

espèces : Thymus vulgaris, Mentho spicoto, Origanum vulgar.Il est important de notre que les 

HEs à chémotype différent présentent non seulement des activités différentes mais aussi des 

toxicités très variable (Pibiri, 2006). 
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I-2- Matière végétale « Rosmarinus officinalis L. » 

 

Les plantes aromatiques constituent une richesse naturelle très importante dont la 

valorisation demande une parfaite connaissance des propriétés à mettre en valeur. Les  

propriétés des plantes dépendent de la présence d’agents bioactifs variés et appartenant à 

différentes classes chimiques (Mailhebiau, 1994). 

 

I-2-1- Présentation de la famille des « Lamiacées » 

 

La région méditerranéenne a été le centre principal pour domestication et culture de 

Lamiaceae. La famille des Lamiacées est l’une des plus répandues dans le règne végétal 

(Naghibi et al., 2005). 

 

La famille des Lamiacées connue également sous le nom des Labiées, comporte 

environ 258 genres pour 6900 espèces plus ou moins cosmopolites; mais dont la plupart se 

concentrent dans le bassin méditerranéen tel que le thym, la lavande et le romarin (Botineau, 

2010). Elle est divisée en deux principales sous-familles : les Stachyoideae et les Ocimoideae. 

 

Les Lamiacées sont des herbacées ayant la consistance et la couleur de l’herbe, parfois 

sous-arbrisseaux ou ligneuses (Botineau, 2010). Une grande partie de ces plantes sont 

aromatiques riches en l’huile essentielle d’où leur intérêt économique et médicinal. Toutes ont 

un appareil sécréteur a huile essentielle .Celle-ci s’accumule dans une cellule évoluant vers la 

glande sécrétrice et, sauf par rupture de l’enveloppe par frottement, ne sera séparée de la 

plante que par la sénescence des parties aériennes (Hubert, 2007). 

 

Un très grand nombre des genres de la famille des Lamiaceae sont des sources riches 

en terpénoïdes, flavonoïdes et iridiodes, glycosylés et composes phénoliques (Lee et al., 

2005). 

 

I-2-2- Présentation de la plante sélectionnée : le Romarin (Rosmarinus officinalis L.) 

 

I-2-2-1- Définition 

 

Le Romarin est une plante des coteaux arides garrigues et lieux rocheux de la région 

Méditerranéenne et même un peu plus au Sud jusqu'aux confins sahariens depuis l'antiquité, il 
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est employé pour améliorer et stimuler la mémoire encore aujourd'hui en Grèce, les étudiants 

en font bruler dans leurs chambres en période d'examens (Boullard et al., 2010). 

 

I-2-2-2- Origine du nom (Etymologie) 

 

Le mot romarin dérive du latin « Rosmarinus » qui se compose de : Ros : rose et 

Marinus : marin, donc qui signifie ‘Rose de la mer’ (Aggarwal et Ajaikumar, 2009 ; Begum 

et al., 2013), pourrait s’appliquer au parfum de la plante, à la couleur de sa fleur ou même à sa 

prédilection pour le littoral, et « Officinalis » rappelle les propriétés médicinales de la plante 

(Beniston., 2000). 

 

II-2-2-3- Nomenclature 

 

� Nom scientifique : Rosmarinus officinalis L. 

� Nom français : Romarin, rosmarine, herbe aux couronnes, rosées de mer, romarin des 

troubadours, bouquet de la vierge (Teuscher et al., 2005). 

� Le nom vermiculaire arabe : Iklil el-djabel, aklil. (Baba Aissa, 1991) 

� Le nom vermiculaire anglais : Rosemary. 

� Le nom tergui ou berbères : lazir, aziir, touzala, ouzbir. (Baba Aissa, 1999) 

 

II-2-2-4- Description botanique 

 

Arbrisseau aromatique touffu et rameux, d’environ 1m de haut, il est dans tout le 

bassin méditerranéen (figure 05 et 06) (Drowin et al., 2003).  

 

a. La tige : La tige est lignifiée intensément ramifiée à la base (Didier et Marie, 2007). 

b. Les feuilles : Les feuilles sont persistantes apposées, étroites, presque en forme 

d’aiguille blanches et duveteuses sur la face inférieure (Drowin et al., 2003).  

c. Les fleurs : Les fleurs sont petites et bleu pale ou mauve tachetées de violet (Drowin 

et al., 2003), elles sont disposées en épis vers le sommet des rameaux, la floraison 

commence dès le mois de février (parfois en janvier) et se poursuit jusqu’en avril-mai. 

d. Les rameaux : Les rameaux du romarin sont érigés parfaitement verticaux (Didier et 

Marie, 2007) 
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� Position systématique 

 

R.officinalis désigne un embranchement de Spermaphytes, de l’ordre des Lamiales et 

de famille des Lamiacées (Tableau 02). 

 

Tableau 02 : Classification botanique de Rosmarinus officinalis L. 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                   

 

 

 

          Source : (APG II ,2003) 

 

                                      

                          

 

 

 

 

 

 

 

Figure 05 : Plante de Rosmarinus                       Figure 06 : Plante de romarin au période 

                  officinalis L.                                          de floraison (Jekka McVicar, 2006) 

                                                                                                

I-2-2-5- Habitat et culture 

 

Originaire des régions méditerranéennes, le Romarin pousse spontanément dans le Sud 

de l'Europe. On le cultive dans le monde entier à partir de semis ou de boutures au printemps 

Embranchement Spermaphyta 

S/Emb Angiospermae 

Division  Magnoliophyta 

Classe Eudicots 

S/classe Asterids 

Ordre Lamiales 

Famille Lamiaceae 

Genre Rosmarinus 

Espèce officinalis L. 
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et dans un endroit ensoleillé, dans un sol calcaire et bien drainé (René, 2008). Il apprécie les 

climats chauds, modérément secs, les branches récoltées pendant l'été sont séchées à l'air et à 

l'ombre (Heinrich et al., 2006). 

 

I-2-2-6- Domaines d’application et intérêts en phytothérapie  

 

� Utilisations en médecine traditionnelle  

 

Le romarin est  une  plante aromatique et médicinale largement répandue de nos jours. 

Il est utilisé en médecine traditionnelle pour traiter différentes maladies comme : le cancer, le 

diabète, les problèmes respiratoires, problèmes de l’estomac et les maladies inflammatoires 

(Bakirel et al., 2008). 

 

Comme beaucoup de Lamiaceae, le Romarin est censé agir sur le système nerveux 

comme stimulant ; il semblerait même qu’il affermisse la mémoire défaillante et qu’il remonte 

le moral des déprimés (Sell et al., 2002). 

 

Les feuilles sont utilisées pour traiter le diabète, leur décoction permet de faciliter la 

digestion et soulage l’estomac. L’huile essentielle augmente la circulation sanguine au niveau 

des membres, elle traite les désordres nerveux, les menstruations douloureuses et elle est aussi 

antirhumatismale (Almela et al., 2006 ; Miresmailli et al., 2006 ; Gonzalez-Trujano et al., 

2007 ; Bakirel et al., 2008). 

 

Les parties aériennes sont utilisées pour traiter des problèmes rénaux, hypertension 

artérielle et elles sont employées comme antispasmodique (Gonzales-Trujano et al., 2007 ; 

Tahraoui et al., 2007). 

 

� Actions pharmacologiques  

 

Effet hypoglycémiant de l’extrait éthanolique des feuilles du Romarin chez des rats 

rendus diabétiques (Bakirel et al., 2008). 

 

Les parties aériennes possèdent un effet anti-inflammatoire et antinociceptive très 

remarquable (Gonzalez-Trujano et al., 2007). 
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L’huile essentielle exhibe une activité antimicrobienne très forte contre trois bactéries 

pathogènes : Escherichia coli, Staphylococus aureus et Listeria monocytogenes (Gachkar et 

al., 2007). Elles possèdent aussi in vitro une activité antioxydante et anticholinestérasique 

(Mata et al., 2007). 

  

� Autres utilisations 

 

En plus de leurs applications thérapeutiques, l’huile essentielle est largement 

appliquée dans l’industrie cosmétique produisant des parfums, essences de bain, savons, 

lotions et shampooings (Stefanovits-Banyai et al., 2003 ; Mateus et al., 2006). 

 

Le Romarin a fait l’objet de récentes recherches dans les domaines pharmaceutiques et 

agro-alimentaires. Il possède d’excellentes propriétés antioxydantes dues à certains composés 

(le carnosol, l’acide carnosique, l’acide bétulinique, le rosmaridiphénol, le rosmanol, et 

l’acide ursolique), ces derniers inhibent l’oxydation des huiles et des lipides présentes dans les 

aliments et permettent en effet d’augmenter leur duré de vie (Bekkara et al., 2006 ; Bakirel 

et al., 2008). 

 

Pour les applications culinaires, les feuilles fraiches ou sèches sont utilisées pour 

assaisonner les poissons, les viandes, les volailles, les potages et les thés (Gonzalez-Trujano 

et al., 2007). 

 

I-2-2-7- Composition chimique 

 

Le romarin est riche en principes actifs, il contient des : 

 

1) Huiles Essentielles : 1 à 2,5 % : Les sommités fleuries de romarin fournissent 10 à 25ml 

/kg d‘une huile essentielle dont les constituants principaux sont : le camphre (15 à 25%), 

le cinéole (15 à 50%), alpha-pinène (10 à 25%) et le bornéol, libre et estérifié. La 

composition de l‘huile essentielle variant, entre autres facteurs, selon la provenance, 

selon la phase de développement et l‘origine des feuilles (Bruneton, 1999). 

 

2) Diterpènes phénoliques tricycliques : Selon la pharmacopée française, (2010) acide 

carnosolique : 0,35 %, rosmadial, carnosol (picrosalvine), l‘épirosmanol et le rosmanol 

sont en fait des artéfacts d‘oxydation lors de l‘extraction de la drogue. 
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3) Tanins des labiatées : Acides phénoliques : environ 3% de l‘acide caféique avec 2 à 3% 

de l‘acide rosmarinique  notamment.

 

4) Flavones méthylées : 

phégopoline= genkwanine

 

5) Triterpènes et stéroïdes 

ursolique accompagnées de alpha

 

6) Cuticule cireuse des jeunes feuilles :

 

7) Constituants divers : Polysaccharides acides (environ 6%) ; traces de salicylates

 

Entre autre, Gonzalez-

criblage phytochimique la présence de flavonoïdes, des tanins, des saponines et l’absence des 

alcaloïdes (figure 07). 

 

Figure 07 : Structure chimique des quelques composés majeurs de l’extrait de romarin

                                                        Etude bibliographique

Acides phénoliques : environ 3% de l‘acide caféique avec 2 à 3% 

de l‘acide rosmarinique  notamment. 

 Genkwanine, lutéoline, diosmétine, et leurs hétérosides : 

phégopoline= genkwanine-4-O-glucoside. 

 : Environ 10% d‘acide oléanolique et 5% de dérivés de l‘acide 

ursolique accompagnées de alpha- et béta-amyrines. 

s jeunes feuilles : n-alkanes (97%), isoalkanes et alkènes.

Polysaccharides acides (environ 6%) ; traces de salicylates

-Trujano et ses collaborateurs, (2007) ont démontré d’après un 

présence de flavonoïdes, des tanins, des saponines et l’absence des 

 

tructure chimique des quelques composés majeurs de l’extrait de romarin

(Bruneton, 1999). 
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Acides phénoliques : environ 3% de l‘acide caféique avec 2 à 3% 

Genkwanine, lutéoline, diosmétine, et leurs hétérosides : 

Environ 10% d‘acide oléanolique et 5% de dérivés de l‘acide 

alkanes (97%), isoalkanes et alkènes. 

Polysaccharides acides (environ 6%) ; traces de salicylates. 

ont démontré d’après un 

présence de flavonoïdes, des tanins, des saponines et l’absence des 

tructure chimique des quelques composés majeurs de l’extrait de romarin 
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 I-3-   Activité antimicrobienne 

  

 Beaucoup d'études ont été réalisés au sujet de l'activité antimicrobienne des extraits de 

plantes et de leurs huiles essentielles (Delaquis et al., 2002). 

La mesure, l'essai, et l'évaluation de l'activité antimicrobienne des extraits et des huiles de 

plantes peuvent être difficiles en raison de leur volatilité, insolubilité dans l'eau, et de la 

présence des multiples composés inhibiteurs. La méthode de test, le milieu de culture, le 

micro-organisme de test, et l'extrait de plants, ou son huile essentielle, sont des facteurs 

importants lors d'un test de l'activité antimicrobienne (Janssen et al., 1987).  

 

I-3-1- Généralité sur le monde microbien 

 

Plusieurs chercheure suspectaient l’existence des être vivants invisibles provoquaient 

les maladies. Les premières observations au microscope furent sans doute réalisées entre 1625 

et 1630 sur des abeilles et des charançons par l’Italien Francesco stelluti à l’aide d’un 

microscope probablement fabriqué par Galilée. Cependant la première personne qui 

réellement observa et décrivit des microorganismes est un Hollandais, amateur de microscope. 

(Escott et al., 2006). 

 

I-3-2- Principales techniques de détermination de l'activité antimicrobienne des H.E. 

 

I-3-2-1- Aromatogramme 

 

L'aromatogramme est basée sur une technique utilisée en bactériologie médicale, 

appelée antibiogramme ou méthode par diffusion en milieu gélosé ou encore méthode des 

disques. Cette méthode a l'avantage d'être d'une grande souplesse dans le choix des H.E. 

testées, de s'appliquer à un très grand nombre d'espèces bactériennes, et d'avoir été largement 

évaluée par 50 ans d'utilisation mondiale (Herouini et al., 2015). Il s'agit d'une méthode en 

milieu gélosé à l'agar1 réalisée dans une boîte de Pétri. 

 

I-3-2-2- Détermination de concentration minimale (CMI et CMB) 

  

L’efficacité de l'huile essentielle contre les microorganismes peut être fouri par la 

concentration minimal inhibitrice CMI; est la concentration la plus faible de l'huile essentielle 

capable d'empêchée le développement d'un microorganisme (Caillet et Lacroix ,2007). 
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 Fréquemment, la CMI n'est pas totalement bactéricide et une partie de l'inoculum est 

capable de se développer après disparition du composé inhibiteur. Ceci a amené à définir un 

autre paramètre : la « Concentration Minimal Bactéricide » (CMB), parfois appelées aussi « 

Létale » (CML). 

 

 Elle correspond à la concentration en inhibiteur nécessaire pour que l'activité 

bactéricide soit totale sur un inoculum donné après un temps donné. Elle est déterminée en 

milieu liquide par l'évaluation des survivants après élimination du composé inhibiteur 

(Hammer et al., 1999 ; Andrews., 2001). 

 

I-3-3- Propriétés antimicrobiennes des huiles essentielles  

 

I-3-3-1- Huiles essentielles et Bactéries 

 

 Deans et Ritchie 1987 ont étudié l'effet de 50 HE de plantes sur 25 genres de 

bactéries, à quatre concentrations différentes, grâce à une méthode de contact direct en milieu 

solide (puits). Sous leurs formes non diluée, toutes les HE inhibent au moins un genre 

bactérien.     

     

 Les 09 HE manifestent les propriétés inhibitrices les plus importantes sont les HE de 

l’angélique, du laurier, de la cannelle, du clou de girofle, du thym, de l'amande amère, de la 

marjolaine, du piment et du géranium. Elles inhibent plus de 20 genres de bactéries testées. 

 

 Cette étude, ainsi que beaucoup d'autres, comme celles de (Canillac et Mourey., 

2001), confirment les propriétés antibactériennes de certains HE, mais les HE des plantes sont 

souvent des mélanges complexes de différents composés dont certains, sinon tous, sont dotés 

de propriétés antimicrobiennes. La composition des HE d'une même espèce varie selon la 

localisation géographique, les conditions climatiques...etc. Par conséquent, leurs propriétés 

antibactériennes varient également. Il est donc important de séparer et d'identifier les 

composants actifs présents dans une huile qui a des pouvoirs inhibiteurs. 

 

 

I-3-3-2- Propriétés antifongiques  

 

I-3-3-2-1- Activités sur les moisissures 
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 Plusieurs auteurs ont étudié l'effet des HE des herbes et épices sur la croissance des 

champignons et leurs toxinogénése (Chao et al., 2000 ,Elgayyar et al., 2001, Giamperi et 

al., 2002). Les études de la croissance des champignons en présence d'HE se font 

principalement en milieu solide et les études sur la production de mycotoxines sont réalisées 

en milieu liquide. 

 

I-3-3-2-2- Activités sur les levures 

 

 Beaucoup d'HE comparées dans les études de (Delaquis et al., 2002 ; Giamperi et al., 

2002) ne possèdent pas, ou peu, d'effet inhibiteur vis-à-vis des souches de levures. (Conner et 

Beuchat., 1984), ont constaté que 08  HE seulement sont fortement inhibitrices à 10 % se sont 

les HE de poivre, de cannelle, de clou de girofle, d'ail, d'oignon, d'origan, de sarriette et de 

thym ; seule l'HE d'ail possède des pouvoirs inhibiteurs à 1%. Huit HE montrant une activité 

inhibitrice élevée ont été testés sur la production de biomasse de huit levures et sur la 

production de pseudomycelium. 
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I-4- Généralités  sur le diabète 

 

I-4-1- Définition 

 

Selon l’OMS (2002), le diabète est une maladie chronique qui apparait lorsque le 

pancréas ne produit pas suffisamment d’insuline ou que l’organisme n’utilise pas 

correctement l’insuline qu’il produit. Le diabète dit sucré est une maladie liée à une  

défaillance des mécanismes biologiques de régulation de la glycémie (Marsaudon, 2004), 

caractérisé par une insuffisance absolue ou  relative de la sécrétion en insuline dont l’une des 

conséquences est l’hyperglycémie qui peut s’accompagner ou non de glycosurie (Labrèze, 

2002). 

 

I-4-2- Classification 

 

I-4-2-1- Diabète de type 1 

 

Le diabète de type 1 (précédemment connu sous le nom de diabète insulinodépendant 

DID ou juvénile) est caractérisé par une production insuffisante d’insuline et exige une 

administration quotidienne de cette dernière (Cicolella et al., 2012). 

 

Représente 5 à 10% de tous les cas de diabète. L’entrée dans la maladie caractérisée 

par une hyperglycémie supérieure à 2 g/l (la limite supérieure étant de 1,26 g/l à jeun), peut se 

traduire  par  une polyurie,  une polyphagie,  une polydipsie,  une perte de poids,  une fatigue, 

ou un profond déséquilibre de l’homéostasie glycémique accompagné de cétose ou 

d’acidocétose, pouvant aboutir à un coma. L’évolution de la maladie est marquée par des 

complications : microangiopathie, accidents vasculaires cérébraux, rétinopathie, cataracte, 

glaucome, hypertension, cardiopathie ischémique, glomérulosclérose, neuropathie autonome, 

vasculopathie périphérique, gangrène... (Jaïdane et al., 2008). 

 

� Physiopathologie : Le diabète de type 1 (DT1) est provoqué par la destruction auto-

immune des cellules bêta productrices d'insuline des îlots pancréatiques. Il est 

généralement considéré que le diabète est diagnostiqué lorsque 70-80% des cellules bêta 

ont été détruites et que le reste est détruit après le diagnostic (Gillespie et Bingley, 2012). 

La physiopathologie  du DT1 est complexe et multifactorielle (prédisposition  génétique, 

réaction immunitaire, rôle de l’environnement). Il est probable qu’il existe une 
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susceptibilité individuelle de développer un diabète insulinodépendant, et qu’un ou  

plusieurs  facteurs environnementaux soient déterminants pour l’émergence clinique de ce 

diabète (Raverot, 2004). 

 

I-4-2-2- Diabète de type 2 

 

Le diabète de type 2 (anciennement appelé le diabète non insulinodépendant DNID ou 

de la maturité) : c’est la forme de diabète la plus répandue représentant près de 90% des cas 

diagnostiqués. Ce type de diabète se manifeste communément à l’âge adulte et souvent obèse 

(OMS, 2002 ; Amadou, 2006 ; Brian et al., 2006). 

 

C’est une maladie chronique et évolutive dans le temps. Le diabète de type 2 est 

caractérisé par une altération de l’insulinosécrétion et des anomalies des effets de l’insuline 

sur ses tissus cibles (insulinosensibilité) (Drouin et al., 1999 ; Halimi et al., 1999 ; 

Grimaldi, 2005).  

 

� Physiopathologie : Sur le plan  physiopathologique, le développement du DT2 résulte de 

la coexistence entre une insulinorésistante (IR) et un développement progressif d’un 

déficit de l’insulinosécrétion.  De plus, le DNID est une maladie complexe s’inscrivant 

généralement dans le cadre plus large du syndrome métabolique (Benammar, 2009). 

  

I-4-2-3- Diabète gestationnel  

 

Correspond à un trouble ou à une intolérance au glucose apparaissant entre la 24
ème

  et 

la 28
ème

  semaine de grossesse et disparaissant après l’accouchement (Boumaza, 2009). 

 

I-4-2-4- Autres types de diabète : Diabète spécifique 

 

Ou secondaires à une maladie pancréatique, à une endocrinopathie, iatrogène ou 

encore liés à des anomalies génétiques (Boumaza, 2009). Il peut être aussi à l’origine des 

médicaments, des composés chimiques ou composés toxiques (ADA, 1997 ; Buysschaert et 

Hermans, 1998 ; OMS, 1999 ; Maugendre et al., 2007). 

 

I-4-3- Traitements 

 

I-4-3-1- But de traitement 
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� De supprimer les symptômes en corrigeant aussi bien que possible l’hyperglycémie en 

évitant la cétose et en maintenant un bilan azote équilibré et un poids normal stable.  

� D’éviter le développement à long terme des complications chroniques de cette 

maladie. 

� De limiter les incidents et les accidents qui peuvent être entrainés par la thérapeutique 

elle-même, et comme dans toutes les maladies chroniques d’apprendre au sujet malade 

à connaitre son affection et la façon de surveiller et de se traité (Hennen, 2001). 

 

I-4-3-2- Aspects principaux du traitement 

 

I-4-3-2-1- Etape non pharmacologique 

 

Quand un DT2 est diagnostiqué, on à recours tout d’abord à un traitement non 

pharmacologique pendant 4 à 6 mois, le patient diabétique doit respecter le régime réduisant 

les aliments gras, les boissons sucrées (Labrèze, 2002).  

 

I-4-3-2-2- Etape pharmacologique 

 

Utilisation des médicaments antidiabétiques, selon Marsaudon (2004), environ 40% 

des diabétiques ont besoin de médicaments par voie orale malgré qu’il n’existe pas de 

traitement curatif, le but de traitement est de combattre la progression de la maladie et 

d’empêcher le développement des complications chroniques en réalisant et en maintenant un 

bon contrôle métabolique (Lasante, 2005). 

 

I-4-4- Site de régulation 

 

a. Pancréas 

 

Le pancréas est une glande abdominale, annexée au tube digestif, appartenant à la 

cavité péritonéale située derrière l'estomac, devant et au-dessus des reins. Chez l'homme, le 

pancréas avoisine les 15 cm de long pour une masse allant de 70 à 100 g. C’est la deuxième 

glande la plus grosse en volume après le foie. Le pancréas comporte deux parties distinctes 

tant au niveau anatomique que fonctionnel : une partie exocrine et une partie endocrine 

(Papin, 2009). 
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Figure 08 : Représentation schématique du pancréas (Christophe Porcher, 2014). 

 

� Pancréas exocrine : qui constitue la partie la plus importante de la glande, sécrète un 

liquide alcalin riche en enzymes dans le duodénum, par le canal pancréatique (Belghiti et 

al., 2001). Les enzymes pancréatiques dégradent les protéines, les glucides, les lipides et 

les acides nucléiques selon le processus de digestion intraluminale (Ader et Carré., 

2006), ce tissu représente 98-99% du pancréas total chez les mammifères (Wong et 

Brubarker., 2006). 

 

� Pancréas endocrine : il est constitué par les ilots de langerhans responsables de la 

sécrétion hormonale pancréatiques, ceux-ci sont formés de plusieurs types de cellules qui 

sont regroupées en amas compacts et sphériques (figure 08) (Lévy, 2009), ce tissu 

représente 1-6% du pancréas total (Wong et Brubarker, 2006). 

 

Les cellules endocriniennes (figure 09) sont richement irriguées et innervées, il existe 

4 types cellulaires principaux au sein des îlots : 

 

1. Les cellulesβ, représentent environ 80%. 

2. Les cellulesα, représentent 15 à 20%. 

3. Les cellules &, représentent 2 à 5% sécrètent la somatostatine ou SRIF qui a une 

action inhibitrice de l’homme de croissance hypophysaire (STH) et qui règle le débit 

de l’insuline et du glucagon, pouvant même bloquer totalement ces sécrétions. 

4. Les cellules sécrétrices du polypeptide pancréatique (PP) dont le rôle physiologique 

n’est pas encore bien élucidé, ne représentent que 1% (Wong et Brubarker, 2006). 
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Figure 09 : Systèmes endocriniens du pancréas (Nelson et Cox, 2004). 

 

I-4-5- Principaux hormones pancréatiques 

 

I-4-5-1- Glucagon  

 

Le glucagon est une hormone qui a été découverte en 1923 par Kimball et Murlim et 

sa séquence en acides aminés a été obtenue dans les années 1970 (Magnan et Ktorsa, 2005) 

(figure 10). 

 

I-4-5-2- Insuline 

 

L’insuline hormone hypoglycémiante, produit par les cellules des ilots de langerhans,  

est composée de 2 chaînes peptidiques, une chaîne A de 21 acides aminés et une chaîne B de 

30 acides aminés. Ces deux chaînes sont reliées entre elles par deux ponts disulfures et un 

pont disulfure intrachaîne dans la chaîne A (Figure 11) (Malardé, 2012 ; Perlemuter et 

Collin, 2003).             

     

 

 

 

 

 

     

 

Figure 10 : La structure de glucagon                        Figure 11 : La structure de l’insuline 

                 (Labrèze, 2002).                                                            (Malardé, 2012). 
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Lieu et durée de stage 

 

Notre travail a été réalisé au sein de laboratoire de microbiologie, de pharmaco-

toxicologie et du service de physico-chimie au niveau de la filiale biotic de l’entreprise de 

fabrication des produits pharmaceutique SAIDAL de Gué de Constantine, durant 5 mois. 

Tandis que l’étude histopathologique a été exécutée au niveau du laboratoire 

d’anatomopathologie de l’hôpital Parnet de Hussein Day- Alger. Ce travail a été effectué en 

quatre phases : 

 

1- Etude microbiologique : En vue d’évaluer l’activité antimicrobienne des huiles 

essentielles de la plante médicinale «Rosmarinus officinalis L.» 

2- Etude pharmacologique : A porté sur l’effet hypoglycémiant de l’HE. 

3- Etude analytique : Afin d’identifier la composition chimique (CG-SM) et les indices 

physico-chimique de l’huile essentielle du romarin. 

4- Etude histologique du foie et du pancréas : Afin de mieux visualiser les dommages 

tissulaires induits par le diabète expérimental et l’effet protecteur du R. officinalis au 

niveau des tissus. 

 

II-1- Matériel 

 

II-1-1- Matériel non biologique (Annexe 01). 

 

II-1-2- Matériel biologique 

 

Le matériel biologique utilisé dans la présente étude est  représenté par : 

 

II-1-2-1- Matériel végétal  

 

C’est la plante de romarin (deux huiles essentielles de deux régions différentes-Tableau 03-) :  

� HE 1 : de Cherchell                       

� HE 2 : de Khenchela  

 

• Prélèvement des échantillons : 

 

        Les HE de Rosmarinus officinalis L. a été extrait à l’échelle industrielle, au niveau de la 

société Extral-Bio® qui est située dans la région de chiffa -Blida-, à partir de la partie 
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aérienne fraiche de la plante. Le procédé d’extraction utilisé est l’entraînement à la vapeur 

d’eau. Nous avons pris des bouteilles des huiles essentielles dont le volume est de 20ml. 

 

Tableau 03 : Situation géographiques des stations de récolte (voir Annexe 02). 

 

Régions Altitude Etage 

bioclimatique 

Température 

annuelles 

moyennes 

Précipitations 

annuelles 

moyennes 

Cherchell 26 m Climat 
méditerranéen 
avec été chaud 

19.1°C 608°C 

Khenchela 1122 m (min : 1050, 
max : 1710m) 

Climat tempéré 
chaud 

12.6°C 446 mm 

 

II-1-2-2- Souches microbiennes 

 

Les cinq souches utilisées (Annexe 03) sont préalablement déterminées provenant de 

l’institut Pasteur, type de culture collection (ATCC), gracieusement fournies par laboratoire 

de SAIDAL Biotic de Gué de Constantine. Le tableau suivant résume la liste des souches 

microbiennes utilisées. 

 

Tableau 04 : Différentes souches microbiennes utilisées. 

 

II-1-2-3- Matériel animal 

 

Pour la réalisation de notre expérimentation, nous avons utilisé des animaux de 

laboratoire qui ont été élevés au niveau du laboratoire de pharmaco-toxicologie, unité 

animalerie du complexe Biotic-SAIDAL de Gué de Constantine. Le matériel animal utilisé et 

ses conditions opératoires sont rapportés dans le tableau ci-dessous : 

 

 Espèces Gram Références 

 

Bactéries 

Escherichia coli Négatif ATCC 8739 

Staphylococcus  aureus Positif ATCC 6538 

Bacillus subtilis Positif ATCC 6633 

 

Champignons 

Candida albicans / ATCC 10231 

Aspergillus  brasiliensis / ATCC 16404 
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Tableau 05 : Matériel animal utilisé et ses conditions opératoires. 

 

II-2- Méthode de travail 

 

II-2-1- Technologie d’extraction à l’échelle industrielle des huiles essentielles 

 

Industriellement l’entraînement à la vapeur d'eau est la plus utilisée pour l’extraction 

d’huile essentielle de Rosmarinus officinalis dans le but d’obtenir un bon rendement de 

l’essence et de réduire le temps d’extraction (Marzouk et al., 2006).  

 

Dans la distillerie Extral-Bio®, les huiles sont extraites, par entraînement à la vapeur 

d’eau, des feuilles et des branches terminales dans un système classique d’extraction constitué 

par (figure 12) : 

Animal Souris albinos 

Sexe Male ♂ 

Poids (g) 25-26 

Effectif 4 lots (20 souris) 

Nourriture Aliment granulé de composition équilibrée, origine 

ONAB, très énergétique, fabriqué à partir de céréales, 

riche en mais, son, soja et de remoulage, complémenté 

en vitamines et en minéraux, il est fourni par les 

meuneries (Société de production sise à Bouzaéah-

Alger) 

Boisson Eau de boisson potable renouvelée quotidiennement  

(donnée de manière ad-libitum) 

Température de laboratoire (°C) 20-24 

Air Locaux climatisés  

Air en renouvellement continu 

Hygrométrie 60 à 75% 

Lumière Cycle circadien naturel 

Elevage  Complexe biotic (SAIDAL-Gué de Constantine) 

Contrôle  Chimique et bactériologique périodique de l’eau et de 

l’aliment 
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� Un alambic en acier inoxydable, de capacité de 2000 litres, qui comporte une grille pour la 

matière première ; le chauffage de l’alambic se fait par la vapeur provenant d’une 

chaudière. 

� Un chapiteau ou circule le mélange vapeur eau

� Un réfrigérant ou condenseur à serpentin horizontal avec une légère inclinaison

condensation des vapeurs eau

� Un essencier ou un vase florentin ou l’HE se sépare de l’hydrolat par différence de densité.

         

La durée de distillation varie, en moyenne, de 2 à 3 heures.

 

Autrement dit, un alambic de 2 m³ de volume utile aurait la capacité de charge de 600 

kg de matériel végétal. 

 

Aussi, l’HE est certifiée « 100% naturelle » car n’ayant été additionnée ou mélangée à 

aucun solvant organique durant la phase de production. Elle est aussi certifiée « biologique » 

car provenant d’une culture où aucuns engrais ou pesticides chimiques

durant la phase de culture. 

 

              

Figure 12: Principe de l’appareillage d’extraction par entraînement à la vapeur d’eau

 

� Conservation de l’huile essentielle

 

L’essence a été conservée dans des 

de la lumière, pendant toute la durée de notre travail, pour éviter d’éventuels phénomènes 

d’oxydation ou de contamination.
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Un alambic en acier inoxydable, de capacité de 2000 litres, qui comporte une grille pour la 

; le chauffage de l’alambic se fait par la vapeur provenant d’une 

chapiteau ou circule le mélange vapeur eau-essence pour aller vers la partie suivante.

Un réfrigérant ou condenseur à serpentin horizontal avec une légère inclinaison

condensation des vapeurs eau-essence s’effectue dans ce compartiment. 

u un vase florentin ou l’HE se sépare de l’hydrolat par différence de densité.

La durée de distillation varie, en moyenne, de 2 à 3 heures. 

dit, un alambic de 2 m³ de volume utile aurait la capacité de charge de 600 

Aussi, l’HE est certifiée « 100% naturelle » car n’ayant été additionnée ou mélangée à 

organique durant la phase de production. Elle est aussi certifiée « biologique » 

car provenant d’une culture où aucuns engrais ou pesticides chimiques n’ont été appliqués 

Principe de l’appareillage d’extraction par entraînement à la vapeur d’eau

(El haib, 2011). 

’huile essentielle obtenue 

L’essence a été conservée dans des flacons stériles teintés, à 4°C et à l’abri de l’air et 

de la lumière, pendant toute la durée de notre travail, pour éviter d’éventuels phénomènes 

d’oxydation ou de contamination. 
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Un alambic en acier inoxydable, de capacité de 2000 litres, qui comporte une grille pour la 

; le chauffage de l’alambic se fait par la vapeur provenant d’une 

essence pour aller vers la partie suivante. 

Un réfrigérant ou condenseur à serpentin horizontal avec une légère inclinaison ; la 

 

u un vase florentin ou l’HE se sépare de l’hydrolat par différence de densité. 

dit, un alambic de 2 m³ de volume utile aurait la capacité de charge de 600 

Aussi, l’HE est certifiée « 100% naturelle » car n’ayant été additionnée ou mélangée à 

organique durant la phase de production. Elle est aussi certifiée « biologique » 

n’ont été appliqués 

 

Principe de l’appareillage d’extraction par entraînement à la vapeur d’eau 

flacons stériles teintés, à 4°C et à l’abri de l’air et 

de la lumière, pendant toute la durée de notre travail, pour éviter d’éventuels phénomènes 
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II-2-2- Analyses des huiles essentielles 

 

II-2-2-1- Caractérisation organoleptique 

 

Chaque  huile  essentielle  est  caractérisée  par  ces  caractères  organoleptiques  tels 

que : l’odeur, l’aspect physique et la couleur (Bentchicou, 1999; Hameurlaine, 2009). 

 

• L’aspect physique : l’aspect d’une HE dépend des produits qui la constituent, elle 

nous apparaitre sous forme liquide, solide ou bien semi solide, elle a été vérifiée à 

l’œil nu. 

• Odeur : il appartient aux sens chimiques les plus sensibles. 

• Couleur : la coloration d’une huile essentielle dépend des produits qui la constituent, 

donc la couleur change d’une huile essentielle à l’autre ; elle peut être déterminé à 

l’œil nu. 

 

II-2-2-2- Propriétés physico-chimiques 

 

 Les propriétés physico-chimiques sont utilisées pour déterminer la qualité de l’HE. 

Tous les paramètres ont été déterminés selon la méthode préconisé par la Pharmacopée 

Européenne (Anonyme, 2008). Nous avons réalisés sept (7) tests physico-chimiques pour 

deux (2) huiles essentielles de romarin : 

 

II-2-2-2-1- Propriétés physiques 

 

• Indice de réfraction 

 

L’indice de réfraction nt
y est d’un milieu rapporté à l’air est égal au rapport du sinus de 

l’angle d’incidence d’un rayon lumineux dans l’air, au sinus de l’angle de réfraction du rayon 

réfracté dans le milieu considéré. 

 

� Mode opératoire 

 

L’indice de réfraction a été déterminé par la lecture directe de l’angle de réfraction à 

l’aide du réfractomètre, en employant la lumière diffuse. L’indice de réfraction n
t
d à la 

température de référence t=20°C (Nd
20), est déterminée par la formule suivante : 

N
20

d= n
t
d + 0.0004 (t’- t) 
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Où :   t= 20°C. 

          nt’
d : est la valeur obtenue à la température t’. 

 

• Densité relative 

 

La densité relative à 20°C d’une substance est le rapport de la masse d’un volume 

d’HE à 20°C, à la masse d’un volume égal d’eau distillée à 20°C. 

 

� Mode opératoire 

 

Nettoyer soigneusement le pycnomètre de capacité minimale (5ml) par l’éthanol puis 

l’acétone et sécher l’intérieur en y faisant passer un courant d’air sec. Peser le pycnomètre à 

vide. Remplir le pycnomètre avec de l’eau distillée, peser le pycnomètre plein, le vider, le 

rincer et sécher. Effectuer les mêmes opérations, en remplaçant l’eau par notre huile 

essentielle. Elle est calculée d’après la formule suivante : 

 

 

Où :    m0 : masse en gramme du pycnomètre vide.  

           m1 : masse en gramme du pycnomètre rempli d’eau distillée.  

           m2 : masse en gramme du pycnomètre rempli d’huile essentielle. 

 

• Pouvoir rotatoire 

 

Le pouvoir rotatoire  α20
d  est la propriété que présentent certaines substances de dévié 

le plan de polarisation de la lumière polarisée. 

 

� Mode opératoire 

 

Selon la norme de la pharmacopée, on détermine le zéro du polarimètre (Annexe 01) 

avec le tube fermé vide et on remplit ensuite le tube avec l’HE. Il est calculé d’après la 

formule suivante : 

Où : 

α : valeur d’angle de rotation en degré lu à 20 ± 0,5°C. 

ℓ : longueur en décimètre du tube polarimétrique. 

d20 : densité relative de l’huile essentielle. 

d= 
�����
����� 

[α]
D20

 = 
�

�×	�� 
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II-2-2-2-2- Propriétés chimiques 

 

• Indice d'acide  

 

L’indice d’acide IA est le nombre qui exprime en milligrammes, la quantité 

d’hydroxyde de potassium nécessaire à la neutralisation des acides libres présents dans 1 g de 

substance. 

 

� Mode opératoire 

 

Dissolvez 1g de la substance à examiner ou la quantité prescrite (mg) dans 50 ml d’un 

mélange à volumes égaux d’alcool R et d’éther R. Sauf indication contraire, le solvant doit 

être neutralisé au préalable par l’hydroxyde de potassium 0.1 M en présence de 0.5 ml de 

solution de phénolphtaléine R1. Après dissolution, titrez par l’hydroxyde de potassium 0.1 M. 

Le titrage est terminé lorsque la couleur rosé persiste pendant 15 secondes au moins. Il est 

calculé d’après la formule suivante :	 
 

Où : 

v : volume en ml de la solution d'hydroxyde de potassium 0.1 M utilisé pour le titrage. 

m: masse en g de la prise d'essai. 

 

• Indice de saponification 

 

L’indice de saponification IS est le nombre qui exprime en milligrammes, la quantité 

d’hydroxyde de potassium nécessaire à la neutralisation et à la saponification des esters 

présents dans 1g de substance. 

   

� Mode opératoire 

 

        Dans une fiole de 250 ml de verre mini d’un réfrigérant à reflux, introduisez la prise 

d’essai (mg). Ajouter 25ml d’hydroxyde de potassium alcoolique 0.5 M et quelques billes de 

verre. Adapter le réfrigérant et chauffez à reflux pendant 30 min. Sauf indication contraire, 

ajouter 1ml de solution phénolphtaléine R1 et titrez immédiatement par l’acide chlorhydrique 

0.5 M, effectuez un essai à blanc dans les mêmes conditions. Il est calculé d’après la formule 

suivante : 

IA= 5.61	× (v/m) 

IS = 
��.�
	(�����)

�  
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Où : 

V1 : Volume en ml d’acide chlorhydrique 0.5 M utilisé pour l’essai à blanc. 

V2 : Volume en ml d’acide chlorhydrique 0.5 M utilisé pour la détermination de l’IS. 

m : masse en g de la prise d’essai. 

 

• Indice d’ester 

 

L’indice d’ester IE est le nombre qui exprime en mg la quantité d’hydroxyde de 

potassium nécessaire à la saponification des esters présents dans 1 g de substance. 

Il est calculé à partir de l’IS et de l’IA : 

 

 

• pH 

 

        Le pH exprimé par une valeur numérique, indique si une solution est acide ou basique, il 

représente aussi la concentration en ions hydrogène d’une solution aqueuse. Le pH est 

déterminé à l’aide d’un pH-mètre. 

 

II-2-2-3- Analyse chromatographique par CG-SM 

 

Tableau 06 : Conditions opératoires de la CG-SM  

 

L’identification des constituants est faite sur la base de la comparaison de leurs temps 

de rétention. 

Méthode CG Méthode SM 

Volume injecté : 1µl 

Température injecteur : 250°C 

Colonne : Elite série 5-MS, 30m, 25mm 

ID, 0.25µm épaisseur de phase stationnaire 

Température initiale : 70°C pendant 4min 

Rampe : 4deg/min jusqu’à 220°C pendant 

15min 

Temps d’analyse : 56.5min 

Mode d’ionisation : Impact électronique 

Energie : 70ev 

Température : source 250°C 

Température ligne de transfert : 250°C 

Analyseur : quadripôle 

Mode : balayage entre 20-550 daltons 

Délai de solvant : 5.9min 

 

Logiciel utilisé : Le Scan 

IE = IS - IA 
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II-2-3- Méthode d’évaluation

 

� Préparation de la suspension microbienne

 

         A l’aide d’une pince stérile placer les pastilles dans le liquide de reconstitution, mettre 

immédiatement le flacon reconstitué à une température 34º à 38ºC pendant 30 min. Après 

l’incubation, la suspension reconstituée est agité à l’aide d’un v

distribution uniforme de la souche.

 

� Préparation des milieux de culture

 

         Le milieu de culture approprié à l’étude antibactérienne est le milieu Muller

préparé comme suit : Dissoudre 38 g de la gélose Muller

Faire bouillir avec agitation jusqu’à dissolution complète, puis auto

finalement couler le milieu dans les boites de Pétri 

elle se fait sur le milieu Sabourau

 

 

 

 

 

 

 

Figure

 

� Préparation de l’inoculum

 

La méthode de préparation d’inoculum 

française de la microbiologie (communiqué de 

suspension microbienne on prélevant 2 à 3 colonies, à partir d’une culture microbienne de 18

24h et les introduire dans des tubes à essais de 5ml Na cl à 0,9% équivalente au 

FARLAND 0,5 (~108 UFC/ml)

densité optique (D.O) allant de 0.08 à 0.1 pour les bactéries et de 1 à 2 pour les levures et les 

moisissures lue à 625 nm qui 

(standardisation de l’antibiogramme selon l’OMS,1999)
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évaluation de l’activité antimicrobienne d’HE 

Préparation de la suspension microbienne 

A l’aide d’une pince stérile placer les pastilles dans le liquide de reconstitution, mettre 

immédiatement le flacon reconstitué à une température 34º à 38ºC pendant 30 min. Après 

l’incubation, la suspension reconstituée est agité à l’aide d’un vortex pour permettre une 

distribution uniforme de la souche. 

Préparation des milieux de culture 

Le milieu de culture approprié à l’étude antibactérienne est le milieu Muller

: Dissoudre 38 g de la gélose Muller-Hinton dans un litre d’eau distillée. 

Faire bouillir avec agitation jusqu’à dissolution complète, puis auto-claver 15 min à 121°C et 

finalement couler le milieu dans les boites de Pétri (figure 13). Et pour l’étude antifongique 

elle se fait sur le milieu Sabouraud liquéfié dans un bain marie réglé à 95°C.

Figure 13: Ecoulement du milieu de culture. 

Préparation de l’inoculum 

thode de préparation d’inoculum (figure14) est celle préconisée par la société 

française de la microbiologie (communiqué de 2005). Cette méthode consiste à préparer une 

microbienne on prélevant 2 à 3 colonies, à partir d’une culture microbienne de 18

24h et les introduire dans des tubes à essais de 5ml Na cl à 0,9% équivalente au 

UFC/ml) .Cette suspension peut être obtenue par la mesure  de la 

densité optique (D.O) allant de 0.08 à 0.1 pour les bactéries et de 1 à 2 pour les levures et les 

moisissures lue à 625 nm qui correspondant à une concentration de 10

n de l’antibiogramme selon l’OMS,1999) .  
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A l’aide d’une pince stérile placer les pastilles dans le liquide de reconstitution, mettre 

immédiatement le flacon reconstitué à une température 34º à 38ºC pendant 30 min. Après 

ortex pour permettre une 

Le milieu de culture approprié à l’étude antibactérienne est le milieu Muller-Hinton 

dans un litre d’eau distillée. 

claver 15 min à 121°C et 

. Et pour l’étude antifongique 

d liquéfié dans un bain marie réglé à 95°C. 

est celle préconisée par la société 

2005). Cette méthode consiste à préparer une 

microbienne on prélevant 2 à 3 colonies, à partir d’une culture microbienne de 18-

24h et les introduire dans des tubes à essais de 5ml Na cl à 0,9% équivalente au standard Mc 

.Cette suspension peut être obtenue par la mesure  de la 

densité optique (D.O) allant de 0.08 à 0.1 pour les bactéries et de 1 à 2 pour les levures et les 

ndant à une concentration de 107 -108 germes/ml 
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L’inoculum est ajusté soit en ajoutant de la culture s'il est trop faible ou de l'eau 

physiologique stérile s'il est trop fort. L'ensemencement doit se faire en moins de 15 min après 

la préparation de l'inoculum. 

Figure

Afin de tester l’activité antimicrobienne des HEs de 

appel à 2 méthodes complémentaires

(Kirby-Bauer, 1966 ; Sokmen et 

 

� Méthode qualitative : diffusion sur disque (

� Méthode quantitative : contact direct par 

CMI, CMB et CMF).  

 

II-2-3-1- Aromatogramme de l’activité antibactér

 

� Principe 

 

Le principe de l’aromatogramme est inspiré de l’antibiogramme

sensibilité des souches microbiennes par la diffusion de l’extrait sur le milieu solide dans une 

boite de Pétri. L’apparition et l’importance du diamètre de la

l’impact des HE /  l’extrait aqueux sur les souches microbiennes. Ainsi, ces dernières seront 

qualifiées de sensibles ou très sensibles, ou résistantes 

 

 

 

 

 

                                   Figure
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L’inoculum est ajusté soit en ajoutant de la culture s'il est trop faible ou de l'eau 

physiologique stérile s'il est trop fort. L'ensemencement doit se faire en moins de 15 min après 

Figure 14: Préparation de l’inoculum 

 

Afin de tester l’activité antimicrobienne des HEs de R.officinalis 

appel à 2 méthodes complémentaires, c’est la méthode de référence recommandée par l’OMS

; Sokmen et al., 2004).  

diffusion sur disque (aromatogramme). 

contact direct par dilution en milieu solide (détermination des 

de l’activité antibactérienne et antifongique

Le principe de l’aromatogramme est inspiré de l’antibiogramme, il consiste à tester la 

sensibilité des souches microbiennes par la diffusion de l’extrait sur le milieu solide dans une 

boite de Pétri. L’apparition et l’importance du diamètre de la zone d’inhibition reflète 

l’extrait aqueux sur les souches microbiennes. Ainsi, ces dernières seront 

qualifiées de sensibles ou très sensibles, ou résistantes (Ouibrahim, 2015) 

Figure 15 : Aromatogramme. 
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L’inoculum est ajusté soit en ajoutant de la culture s'il est trop faible ou de l'eau 

physiologique stérile s'il est trop fort. L'ensemencement doit se faire en moins de 15 min après 

 

 L., nous avons fait 

recommandée par l’OMS 

dilution en milieu solide (détermination des 

ienne et antifongique des HE  

il consiste à tester la 

sensibilité des souches microbiennes par la diffusion de l’extrait sur le milieu solide dans une 

zone d’inhibition reflète 

l’extrait aqueux sur les souches microbiennes. Ainsi, ces dernières seront 

 (Figure 15). 
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� Technique 

 

Le travail est fait sous une hotte à flux luminaire vertical

du bec benzène allumé. 

 

� Préparation des boites de pétri

 

Les milieux MH et SAB sont liquéfiés puis couler dans des boites de pétri, le MH pour 

les bactéries et SAB pour les champignons. Un écouvillon stérile et ensuite trompé dans une 

suspension microbienne (déjà préparée corresponde à 10

la surface de la gélose, l’opération se répète deux fois en tournant 60° la boite à chaque fois 

sans oublier de faire pivoter l’écouvillon sur lui

de la gélose. Dès que l’ensemencement et fini, l

que les boites sont bien fermées

Fig

 

� Préparation et dépôt des disques

 

Des disques de papier buvard de 9mm sont d’abord stérilisés sous UV pendant 30min 

ensuite imprégnés par 10µl de chaque extrait (

par le DMSO comme témoin négatif.

 

A l’aide d’une pince stérile ces disques sont par la suite déposés sur la surface de la 

gélose préalablement ensemencé en appuyant doucemen

contact uniforme avec le milieu. Laissant pré

une température ambiante puis les incubées dans une étuve à 

bactéries et 20°-25°C/48h-72h
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Le travail est fait sous une hotte à flux luminaire verticale et dans une zone stérile près 

de pétri 

Les milieux MH et SAB sont liquéfiés puis couler dans des boites de pétri, le MH pour 

les bactéries et SAB pour les champignons. Un écouvillon stérile et ensuite trompé dans une 

(déjà préparée corresponde à 108 UFC/ml) faisant des st

la surface de la gélose, l’opération se répète deux fois en tournant 60° la boite à chaque fois 

sans oublier de faire pivoter l’écouvillon sur lui-même et passant en dernier sur la périphérie 

de la gélose. Dès que l’ensemencement et fini, laissant imprégnées pendant 5 min en assurant 

que les boites sont bien fermées (figure 16). 

 

Figure 16: Ensemencement microbien. 

Préparation et dépôt des disques 

Des disques de papier buvard de 9mm sont d’abord stérilisés sous UV pendant 30min 

imprégnés par 10µl de chaque extrait (HE1 et HE2) ainsi que des disques imprégnés 

par le DMSO comme témoin négatif. 

A l’aide d’une pince stérile ces disques sont par la suite déposés sur la surface de la 

gélose préalablement ensemencé en appuyant doucement sur ces derniers pour assurer un 

contact uniforme avec le milieu. Laissant pré-diffuser les extrait sur la gélose pendant 15min à 

une température ambiante puis les incubées dans une étuve à 30°-35°C/24h

72h pour les champignons. 
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e et dans une zone stérile près 

Les milieux MH et SAB sont liquéfiés puis couler dans des boites de pétri, le MH pour 

les bactéries et SAB pour les champignons. Un écouvillon stérile et ensuite trompé dans une 

UFC/ml) faisant des stries serrés sur 

la surface de la gélose, l’opération se répète deux fois en tournant 60° la boite à chaque fois 

même et passant en dernier sur la périphérie 

aissant imprégnées pendant 5 min en assurant 

Des disques de papier buvard de 9mm sont d’abord stérilisés sous UV pendant 30min 

ainsi que des disques imprégnés 

A l’aide d’une pince stérile ces disques sont par la suite déposés sur la surface de la 

t sur ces derniers pour assurer un 

diffuser les extrait sur la gélose pendant 15min à 

°C/24h-48h pour les 
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Cette technique est suivie pour le test des deux huiles avec l’extrait pur 100% à raison 

de trois répétitions pour chaque souche microbienne testée.  

 

- Test de sensibilité aux antibiotiques 

 

L’étude de l’antibiogramme s’est limitée à tester les antibiotiques les plus utilisés en 

antibiothérapie tels que : Lamidaze 250mg et le Primazol 400-80mg. 

 

Ce test a été réalisé pour étudier l’antibiogramme standard des germes et le comparer 

avec l’effet de nos extraits bruts. Les disques d’antibiotiques sont déposés à la surface d’un 

milieu gélosé, préalablement ensemencé avec une culture pure de la souche à étudier. La 

sensibilité des souches aux antibiotiques est appréciée selon le même protocole qu’avec les 

disques de papiers imprégnés d’extrait. 

 

II-2-3-2- Evaluation quantitative de l’activité antibactérienne et antifongique des HE 

 

� Préparation des dilutions 

 

Les HE ont été dissous dans 2ml de DMSO pour préparer les différentes 

concentrations avec des dilutions successives au demi. Sachant que la solution mère de 

chaque extrait est de 100% pour avoir des dilutions de 50%, 25% et 15% (figure 17). 

 

 
                                   2 ml            2 ml          2 ml            2 ml 
 
                                                                                                   
 
 
                  
 
         
 
 
                  Extrait (100%)   50%            25%           15%             
                                                     

                                                2ml de solvant (DMSO) 

 

Figure 17 : Préparation des dilutions au demi pour chaque l’huile essentielle. 
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� Détermination des concentrations minimales inhibitrices et bactéricides  

 

La CMI est définie comme étant la plus petite concentration qui inhibe toute 

croissance microbienne visible à l’œil nue en 24h. La CMB est la plus petite concentration 

d’antibiotique ne laissant subsister 0,01% ou moins de survivants de l’inoculum initial après 

18h de culture à 37°C. Cette valeur caractérise l’effet bactéricide d’un antibiotique (Canillac 

et Mourey, 2001). 

 

a- Concentration minimales inhibitrices des HE 

 

� Technique  

 

Les deux milieux de culture MH et SAB sont d’abord liquéfier puis couler dans les 

boites de Pétri (MH pour les souches bactériennes et SAB pour les champignons), après 

solidification des deux milieux les boites sont ensemencées, à l’aide d’un écouvillon trempé 

dans les suspensions microbiennes en frottant la surface de la gélose faisant des stries serrées 

en tournant la boite 60° à chaque fois pour assurer la formation d’une nappe microbienne à la 

surface de la boite. 

 

A l’aide d’une pince stérile, un prélèvement aseptique des disques imprégnés par les 

différentes concentrations (dilutions) des deux huiles (HE1 et HE2), ces derniers sont ensuite 

déposés délicatement sur la gélose déjà ensemencé par les souches microbiennes en laissant 

pré-diffuser les huiles pendant 15min à une température ambiante puis sont incubées dans une 

étuve à 37°C/24h pour les bactéries et 25°C/24 à 48h pour les champignons (Sokmen et 

al.,2004). 

 

La détermination de la CMI se fait en mesurant les zones d’inhibition à l’aide d’un 

pied coulisse ou aucune surcroissance d’une souche donnée constatée autour du disque. 

 

Les bactéries montrant une sensibilité à l’huile essentielle sont sélectionnées pour 

déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) (Derwich et al., 2010).  

 

b- Concentration minimales bactéricides et fongicides des HEs 

 

Détermination de la CMB et la CMF se fait successivement à la CMI. Un prélèvement 

à l’aide d’une pipette pasteur réalisé autour de chacun des disques présentant la plus faible 
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activité, donc allant de la CMI aux concentrations les plus élevées. Chaque prélèvement est 

ensemencé par des stries à la surface de la gélose. Les boites sont incubés à 37°C/24h pour les 

bactéries et à 25°C/24h pour les levures et les moisissures (Bauer et al., 1966). 

 

L’effet antimicrobien a été jugé bactéricide (fongicide) ou bactériostatique en fonction 

du rapport : CMB/CMI. En effet, si : 

 

� CMB/CMI < 4, l’effet est bactéricide. 

� CMB/CMI > 4, l’effet est bactériostatique (Canillac et Mourey, 2001).  

 

L’échelle d’estimation de l’activité antimicrobienne est donné par Mutai et al., 2009, 

ils ont classé les diamètres des zones d’inhibitions de la croissance microbienne en cinq 

classe : 

 

• Très fortement inhibitrice : diamètre d’inhibition  ≥ 30mm 

• Fortement inhibitrice : 21≤ diamètre d’inhibition	≤ 30mm 

• Modérément inhibitrice : 16	≤ diamètre d’inhibition	≤ 21mm 

• Légèrement inhibitrice : 11mm≤ diamètre d’inhibition	≤ 16mm 

• Non inhibitrice : diamètre de la zone ≤ 10mm 

 

� Les calculs de la moyenne des diamètres sont faits comme suite : 

�= 
1
����

�

���
 

     x= la moyenne  

     n= nombre d’échantillon (répétitions).  

     xi= diamètres d’inhibition 

 

II-2-4- Méthode d’évaluation de l’effet hypoglycémiant d’HE 

 

� Principe  

 

Le principe consiste à mettre en évidence l’activité antidiabétique de l’huile essentielle 

des feuilles du romarin, chez les souris rendues diabétiques par alloxane monohydrate. 

 

L’action principale de l’alloxane monohydrate (Annexe 04)  sur le pancréas est la 

destruction des cellules β des îlots de langerhans, ce qui conduit par conséquence au diabète. 
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� Induction du diabète expérimental 

 

Après  une mise à jeun pendant une  nuit (privation de la nourriture pendant 18h avec 

l’accès à l’eau), le diabète a été induit chez les souris par injection intra-péritonéale d’alloxane 

monohydrate à la dose de 120mg/kg p.c. préparée fraîchement dans une solution 

physiologique Na cl 0.9% (Sabu et al., 2002; Carvalto et al., 2003).  

 

� Répartition des lots 

 

Les souris ont été répartis de manière tout à fait aléatoire en 4 lots de 5 (figure 18) et 

sont soumis à un jeûne préalable de 18h avant l’expérimentation. Le protocole a été résumé 

dans la figure 19 : 

 

• Lot 01 : Témoins Sains TS (non diabétiques non traité), recevant une solution d’eau 

physiologique pendant toute la duré de traitement. 

• Lot 02 : Diabétique Non Traité DNT (rendus diabétiques expérimentalement), souris 

ont reçu une dose unique d’alloxane, de 120mg/kg p.c.  

• Lot 03 : Diabétiques Traités avec l’HE1 du romarin DTHE1, (rendus diabétiques et 

traités par l’huile essentielle 1 de Rosmarinus officinalis L. à une posologie de 

250µl/kg par gavage). 

• Lot 04 : Diabétiques Traités avec l’HE2 du romarin DTHE2, (rendus diabétiques et 

traités par l’huile essentielle 2 de Rosmarinus officinalis L. à une posologie de 

250µl/kg par gavage). 

 

 

Figure 18 : Lot des souris albinos (originale 2017) 
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II-2-4-1- Détermination du poids corporel 

 

L’évolution du poids des souris des différents lots est contrôlée durant toute 

l’expérience : avant et après l’induction du diabète alloxanique ainsi que pendant toute la 

durée du traitement à l’aide d’une balance de précision (Annexe 01). 

 

II-2-4-2- Détermination de la glycémie 

 

L’évolution de la glycémie des souris des différents lots est contrôlée dès le premier 

jour du traitement, et jusqu’à la fin du traitement. Selon un programme identique à celui des 

pesées. Tous les prélèvements sanguins pour la mesure de la glycémie sont effectués au 

niveau de la patte antérieur par provocation d’une plaie à l’aide d’une fine aiguille, une goutte 

de sang est récupérée puis déposée sur une bandelette pour lecture de la glycémie. (Lecteur 

Accu Chek- Annexe 01). 

 

II-2-4-3- Etude histologique des organes 

 

� Dissection et prélèvement des organes 

 

On procède à une dissection des souris dans le but de prélever certains organes : Le 

foie, le pancréas. Le jour de l’autopsie (28ème jour), les souris ont été anesthésiées à l’éther 

diéthylique afin de faire la dissection. Ces organes sont d’abord débarrassés de tout ce qui est 

graisse, rincés au NaCl à 0,9%. Le pancréas et une partie du foie ont été mis dans du formol à 

10% (fixation) dans le but d’effectuer des coupes histologiques. 

 

� Confection des coupes histologiques 

 

Après la fixation des organes (fragments des foies, pancréas) dans le formol 10 % 

pendant 24 heures, ils sont placés dans des cassettes en plastique numérotées selon 

l’échantillon déposé et mis dans l’automate. Cet appareil est équipé par 6 bacs d’alcool 

(déshydratation), 3 bacs de xylène (nettoyage ou éclaircissement) et 2 bacs de paraffine 

(solidification), dans chaque bac les cassettes restent une heure. 

 

L’étape suivante est l’inclusion, qui consiste à enrober les fragments dans la paraffine 

liquide (67°C) à l’aide des moules métalliques et après refroidissement, on obtient des blocs 

de paraffine. 
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Puis les blocs sont dégrossés à 50 microns (enlever l’excès de paraffine) et coupés à 5 

microns (coupes des organes). Les coupes réalisées sont placées dans un bain d’eau 

gélatineuse sur des lames numérotées préalablement. Les lames restent une nuit dans l’étuve. 

 

Pour la coloration, les lames sont lancées dans un appareil contenant 6 bacs de xylène 

(déparaffinage), 4 bacs d’alcool (réhydratation), 1 bac d’eau (rinçage) : 

 

� Coloration à l’hématoxyline et éosine 

 

1 bac d’hématoxyline (coloration des noyaux en bleue), 1 bac d’eau (rinçage), 1 bac 

d’éosine (coloration du cytoplasme en rose), 2 bacs d’eau (rinçage), 3 bacs d’alcool 

(déshydratation) et 3 bacs de xylène (éclaircissement). Dans chaque bac les lames restent 2 

minutes. 

 

Après la coloration, la lamelle est fixée sur la lame par l’Eukit (montage), immergée 

dans le xylène et séchée à l’air. Enfin Les lames sont prêtes à la lecture par le microscope 

optique. 

 

II-2-4-4- Etude statistique 

 

Les résultats sont donnés sous forme de moyennes±écartype par Microsoft Office 

Excel® 2007. La comparaison des moyennes à été réalisée en utilisant le test t de Student. La 

valeur trouvée par le calcul du t peut affirmer que les populations sont différentes avec un 

risque d’erreur p. Le seuil de signification a été fixé à (p <0,05) (pour l’effet hypoglycémiant). 
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Figure 19 : Schémas représentatif du protocole expérimental du principe de l’effet 

hypoglycémiant. 

20 Souris répartis en 4 lots 

(5 souris par lots) 

Lot 01 :   
«TS» 

 

Normal non 

traité. 

Lot 02 :   
«DNT» 
Diabétique 

non traité 

(injection i.p 

d’alloxane) 

Lot 03 : 

«DTHE 1» 
Diabétique 

traité 

(injection i.p 

d’alloxane+ 

250µl/kg de 

l’HE par v.o) 

Lot 04 : 

«DTHE 1» 
Diabétique 

traité 

(injection i.p 

d’alloxane+ 

250µl/kg de 

l’HE par v.o) 

Durée du traitement : 28 Jour 

J0                               J3     J5      J7      J14      J21      J28 

Mesure de la glycémie               //        //       //        //        //        // 

Mesure du poids corporel         //        //       //        //        //        // 

 

Récupération 

des organes 

 
Confection de coupes 

histologiques (Mettre 

dans le formol) : 

- Partie du foie 

- Pancréas 

 

Dissection : le 28 Jour 
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III-1- Analyses des huiles essentielles 

 

III-1-1- Caractéristiques organoleptiques 

 

Les propriétés organoleptiques de nos huiles essentielles obtenues : l’aspect, la 

couleur, l’odeur sont résumées dans le tableau suivant : 

 

Tableau 07: Caractéristiques organoleptiques de nos huiles essentielles du Romarin. 

 

Caractéristiques Pharmacopée 

Européenne, 2005 

AFNOR, 

2000 

HE 01 du 

Cherchell 

HE 02 du 

Khenchela 

 

Aspect 

Liquide limpide Liquide mobile, 

limpide 

Liquide 

mobile  

Liquide mobile  

limpide 

 

Couleur 

Incolore  à jaune 

pâle 

Presque incolore 

à jaune pâle 

Jaune pâle Jaune pâle 

 

Odeur 

Odeur 

caractéristique 

Caractéristique, 

Fraiche, +/- 

camphrée selon 

l’origine 

Camphrée Odeur  

Caractéristique  

 

Les résultats obtenus montrent que l’huile essentielle obtenue à partir de l’extraction 

de romarin est un liquide mobile, d’une odeur camphrée et d’une couleur jaune pâle (Annexe 

05, fig.01) pour la station de Cherchell. Cette même couleur et aspect liquide mobile limpide 

a été observée pour l’HE de la station de Khenchela qui était caractérisée par une odeur 

caractéristique (Annexe 05, fig.02).  

 

Nos résultats sont en accord avec ceux répertoriés dans les normes Pharmacopée 

européenne et AFNOR. Martini (2006) signale que la plupart des huiles essentielles sont de 

couleur jaune pâle et parfois incolore, sauf pour les essences à azulène (camomille, 

matricaire) qui ont une couleur bleue. 

 

III-1-2- Caractéristiques physico-chimiques 

 
Les propriétés physico-chimique tels que : l’indice de réfraction, pH, l’indice d’acide, 

l’indice d’ester,…. etc, constituent un moyen de vérification et de contrôle de la qualité de 
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l’huile essentielle (AFSSAPS, 2008). Les caractéristiques physico-chimiques des huiles 

essentielles analysées ont été déterminées selon la méthode standard AFNOR. Les moyennes 

des paramètres étudiés sont représentées dans le tableau 08. 

 

Tableau 08 : Caractéristiques physico-chimiques de nos huiles essentielles du Romarin. 

 

 Caractéristiques physico-chimiques 

Propriétés chimiques propriétés physiques 

pH IA IS IE IR d20
20 α

20
d 

Nos 

résultats 

HE 

01 

5,45 0,89 4,15 3,26 1,474 0,9070 -0,13 

HE 

02 

6,9 1,003 11,14 10,14 1,469 0,9093 0,06 

Valeurs de 

références 

[6-7] [0,5-2] - [2-15] +1.4670 ≤ 

n
20

D≤ +1.4740 

[0,895-0,920] [-2 ; +5] 

Référence : 

Norme    

AFNOR 

 

- 

NF ISO 

1342 

 

- 

ISO 

709 : 

2001  

NF ISO 1342 NF ISO 1342 NF ISO 

1342 

(-) : Non précisé 

 

Les résultats obtenus des analyses physico-chimiques indiquent que les échantillons 

analysés se trouvent dans les fourchettes de référence établies par les normes AFNOR. Selon 

Gildo, 2006, ces paramètres physico-chimiques sont influencés par les conditions édaphiques 

et climatiques ainsi que les conditions de culture des plantes ; cela fait partie aussi de la 

complexité de la notion de chémotype. 

 

Pour les constantes physiques, la densité relative (d
20

20) est parmi les caractéristiques 

physiques généralement utilisées dans la classification des huiles essentielles. Mais elle ne 

peut pas être utilisée seule pour l’identification des huiles. La d
20

20 des HEs est inférieure à 

celle d’eau. L’HE 01 et 02 présentent une densité relative 0,9070 et 0,9093 respectivement, 

ces valeurs sont conformes aux normes AFNOR dont l’intervalle est de 0,895- 0,920. 

 

L’indice de réfraction (IR) de nos HEs du romarin à 20°C est conforme aux normes 

données par AFNOR. Ceci montre la richesse de nos huiles essentielles en composants qui 

dévient la lumière polarisée et que la teneur en monoterpènes dans ces huiles est forte. Un 

indice de réfraction variant essentiellement avec la teneur en monoterpènes et en dérivés 
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oxygénés. Une forte teneur en monoterpènes donnera un indice élevé. Le faible indice de 

réfraction de l’huile essentielles indique sa faible réfraction de la lumière ce qui pourrait 

favoriser son utilisation dans les produits cosmétiques (Boukhatem et al., 2010). 

 

Les résultats du pouvoir rotatoire mentionnent des valeurs de -0.13 et de +0.06. Ces 

huiles sont lévogyre et dextrogyre respectivement  et sont conformes aux normes françaises 

(AFNOR).  

 

Pour les constantes chimiques, le pH obtenu indique que notre HE 01 est légèrement 

acide et concernant l’HE 02 est conforme à la norme française AFNOR. 

 

En réalité, une huile essentielle fraîche contient très peu d’acides libres (Fauconnier, 

2006). Notre HE a donné un IA de 0,89 pour le R. officinalis 01 et 1,003 pour le R. officinalis 

02 .Ce résultat s’explique par le fait que nous avons pris soin de conserver nos HEs dans un 

contenant en verre opaque car il a été établi que la lumière favorise l’altération de la structure 

de l’huile et la prolifération des acides. De même, un indice d’acide inférieur à 2 est un 

indicateur d’une bonne conservation de l’essence donc une faible quantité d’acides libres 

(Kanko et al., 2004 ; Robert, 2000). 

 

L'indice de saponification (IS) de l’huile essentielle du romarin est de 4,15 et 11,14 

respectivement, Bruni et al. (1994) indique que l’indice de saponification rend compte de la 

longueur des chaines hydrocarbonées des acides gras ; plus le poids moléculaire est élevé plus 

l’indice de saponification est faible. Cela implique que nos huiles contiennent une faible 

quantité d’acides gras à un important poids moléculaire.  

 

Les indices d’acide et de saponification déterminés montrent peu d’acides libres dans 

les feuilles dont les huiles essentielles ne renferment pas assez de composés saturés 

(Noudogbessi et al., 2008). 

 
Plus l’indice d’ester (IE) est élevé, la qualité d’une HE sera mieux (Dummortier, 

2006). Nos HEs révèlent un indice d’ester (IE) de 3,26 pour le R. officinalis 01 et 10,14 pour 

le R. officinalis 02. Cependant, l’indice d’ester peut aussi être influencé par d’autres facteurs, 

tels que les conditions dans lesquelles s’effectuent l’hydrolyse (c’est-à-dire dans quel type 

d’alambic, les constituants de l’eau utilisés pour le chauffage,…). De manière générale, les 

huiles de très bonnes qualités ont un indice ester très élevé (Benini et al., 2010). 
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Selon les propriétés physico-chimiques, plus la qualité de l'huile est élevée, plus sa 

densité et son indice d'ester seront aussi élevés. Par contre, l’indice de réfraction et le pouvoir 

rotatoire doivent être petits. Quant à l'indice d'acide, il doit toujours être inférieur à 2 

(AFNOR, 2005).  

 

La comparaison de nos résultats à ceux de la norme NF ISO 1342 – Mars 2001 

relative à l’huile essentielle de romarin (Rosmarinus officinalis L.) a montré clairement que 

l’huile essentielle issue de romarin est d'une part conforme à la norme ISO. 

 
La détermination des propriétés physico-chimiques (densité, indice d’acide, indice de 

réfraction…) est une étape nécessaire mais demeure non suffisante pour caractériser les huiles 

essentielles. Il est donc primordial de les compléter par des analyses chromatographiques : 

GC/SM, ces dernières, sont souvent utilisées comme moyens analytiques complémentaires 

pour l’analyse structurale des substances volatiles (Fellah et al., 2006), elles ont été 

employées pour identifier qualitativement les HEs du Romarin.  

 

III-1-3- Analyse chromatographique par CG/SM  

 

Les résultats de l’identification par chromatographie gazeuse-spectrométrie de masse 

(CG/SM) des principaux composants chimiques de l’huile essentielle de Romarin des deux 

régions algériennes (Cherchell et Khenchela), en fonction des temps de rétention par ordre 

croissant, présentés dans le tableau 09.  

 
Tableau 09 : Composition chimique des deux huiles essentielles de Romarin. 

 

Huile essentielle de R. officinalis 01 Huile essentielle de R. officinalis 02 

Pics Constituants TR 
(min) 

(%) Pics Constituants TR 
(min) 

(%) 

1 Furan, 2-ethyl-  2.26 0.02 1 Tricyclène 5,038 0,11 

2 3-Penten-2-one, 4-methyl 3.24 0.06 2 α-Thujène 5,159 0,23 

3 2-Hexenal 4.14 0.07 3 α-Pinène 5,347 7,43 

4 3-carene 6.06 0.36 4 Camphène 5,773 2,96 

5 α-Pinene 6.90 14.36 5 β-Pinène 6,650 4,80 

6 Camphene 7.43 9.72 6 β-Myrcène 7,147 0,75 

7 β-Phallandrene 8.14 6.15 7 α-Phellandrene 7,623 0,17 

8 β-Pinene  8.50 1.14 8 α-Pinène 7,844 0,15 

9 α-Phellandrene  8.93 0.56 9 α-Terpinene 8,099 0,48 

10 α-Pinene 9.14 0.00 10 Benzene, 1-methyl-4-(1-

methylethyl 

8,420 0,94 
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11 (+)-2-Caren 9.42 0.53 11 D-Limonene 8,583 1,75 

12 Benzene, 1-methyl-4-(1-

methylethyl)- 

10.19 9.44 12 1,8-Cineole 8,683 34,22 

13 D-Limonene 10.61 3.77 13 γ-Terpinène 9,898 0,84 

14 Eucalyptol 10.88 0.46 14 α-Terpinolène 11,281 0,35 

15 3-Carene 11.51 1.08 15 Linalool 11,911 0,50 

16 β-terpineol 11.75 0.11 16 Camphor 14,074 7,87 

17 (+)-4-Carene  12.86 0.75 17 Borneol 15,276 2,38 

18 1,6-Octadien-3-ol, 3,7-

dimethyl- 

13.43 0.00 18 7-Octen-2-ol, 2-methyl-6-

methylene 

15,406 0,35 

19 1,8-Nonadiene, 2,8-dimethyl- 13.74 0.00 19 Terpinen-4-ol 15,969 0,60 

20 1,6-Octadien-3-ol, 3,7-

dimethyl- 

14.02 0.30 20 α-Terpineol 16,754 1,77 

21 Bicyclo[3.1.1]hept-2-en-6-

one, 2,7,7-trimethyl- 

14.76 0.03 21 Bicyclo[2.2.1]heptan-2-ol, 

1,7,7-trimethyl-, acetate, 

(1S-endo)- 

22,441 0,44 

22 Camphor 17.89 26.70 22 α-Copaene 27.761 0,22 

23 Borneol  18.32 2.71 23 α-Caryophyllene 30.291 3,23 

24 3-Cyclohexen-1-ol, 4-methyl-

1-(1-methylethyl)-, (R)- 

18.77 1.35 24 α-Humulene 32.312 0,39 

25 α-Terpineol  19.50 1.26 25 γ-Muurolene 33.832 0,18 

26 Bicyclo[3.1.1]hept-3-en-2-

one, 4,6,6-trimethyl- 

20.24 0.67 26 Naphthalene, 1,2,3,5,6,8a-

hexahydro-4,7-dimethyl-1-

(1-methylethyl)-, (1S-cis)- 

36.637 0,28 

27 Verbenone 21.21 0.07 27 1,2-Benzenedicarboxylic 

acid, bis(2-methylpropyl) 

ester 

41.723 0,55 

28 2-Cyclohexen-1-one, 2-

methyl-5-(1-methylethyl)-, 

(S)- 

23.52 0.00 28 Diphenyl sulfone 43.543 1,56 

29 Bornyl acetate 24.43 1.30 29 7,9-Di-tert-butyl-1-

oxaspiro(4,5)deca-6,9-

diene-2,8-dione 

44.596 0,37 

30 Thymol  24.79 0.00 30 1,5-Diphenyl-2H-1,2,4-

triazoline--thione 

45.214 0,57 

31 Phenol, 2-methyl-5-(1-

methylethyl)- 

25.29 0.00 31 Hexadecanoic acid, methyl 

ester  

45.485 2,65 

32 α-Cubebene 28.06 0.20 32 Dibutyl phthalate 46.529 0,76 

33 Eugenol 28.72 0.00 33 Phenanthroviridone 46.796 0,19 

        

34 Ylangene 29.32 0.27 34 2-

[(Trimethylsilylmethylami

no)(methylthio)]methylene

-1,3-indandione 

47.364 1,37 

35 Copaene 29.65 1.12 35 (+-)-6-Dodecyloxy-

1,2,5,6-tetrahydro-4H-

pyrrolo[3,2,1-ij] quinoline 

47.781 0,18 

36 Benzene, 1,2-dimethoxy-4-(2-

propenyl)- 

31.72 0.00 36 Hetisinone 47.886 0,41 

37 Isocaryophillene 32.35 3.48 37 Sulfurous acid, 2-

ethylhexyl octadecyl ester 

49.276 0,26 

38 (+)-Epi 

bicyclosesquiphellandrene 

32.74 0.24 38 Pentacosane 49.690 1,49 

39 α-Caryophyllene 34.20 1.30 39 Cyclohexadecane 50.074 0,57 

40 Non Identifié 34.47 0.00 40 9,12-Octadecadienoic acid-

, methyl ester  

50.303 2,12 
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41 1,6,10-Dodecatriene, 7,11-

dimethyl-3-methylene-, (Z)- 

34.68 0.41 41 cis-13-Octadecenoic acid, 

methyl ester 

50.458 2,12 

42 Naphthalene,1,2,3,4,4a,5,6,8a-

octahydro-7-methyl-4-

methylene-1-(1-methylethyl)-, 

(1.alpha.,4a.alpha.,8a.alpha.)- 

35.69 1.58 42 Heptadecanoic acid, 16-

methyl-, methyl ester 

51.076 0,72 

43 Di-epi-α-cedrene-(I) 35.83 0.16 43 1-Diphenyl(tert 

butyl)silyloxy-4-

methoxybenzene 

51.706 0,62 

44 Benzene, 1-(1,5-dimethyl-4-

hexenyl)-4-methyl- 

36.21 0.42 44 3-

Methylbenz[d]isothiazole 

52.191 0,47 

45 Naphthalene,1,2,3,4,4a,5,6,8a-

octahydro-7-methyl-4-

methylene-1-(1-methylethyl) 

(1.alpha.,4a.alpha.,8a.alpha.)- 

36.66 0.54 45 Non identifié 52.399 0,13 

46 α-Muurolene 37.07 0.69 46 Benzamide, N-[2-

(cyclopropylmethyl)-4,5-

dimethoxyphenyl]-4-

methoxy- 

52.917 0,26 

47 Cyclohexene,1-methyl-4-(5-

methyl-1-methylene-4-

hexenyl)-, (S)- 

37.72 0.00 47 Diethylmalonic acid, di(2-

isopropylphenyl) ester 

53.665 0,55 

48 Naphthalene,1,2,3,4,4a,5,6,8a-

octahydro-7-methyl-4-

methylene-1-(1-methylethyl)-, 

(1.alpha.,4a.beta.,8a.alpha.)- 

37.87 0.79 48 14-.beta.-pregnane 54.212 0,29 

49 Naphthalene, 1,2,3,5,6,8a-

hexahydro-4,7-dimethyl-1-(1-

methylethyl)-, (1S-cis)-  

38.49 2.67 49 Heptafluorobutyric acid, 

pentadecyl ester 

54.299 0,04 

50 Naphthalene, 1,2,4a,5,6,8a-

hexahydro-4,7-dimethyl-1-(1-

methylethyl)-,[1R-

(1.alpha.,4a.alpha.,8a.alpha.)]- 

38.98 0.16 50 4-Methyoxy-2-methyl-1-

(pyridinylth io)buta-1,3-

diene 

54.391 0,06 

51 Non Identifié  39.23 0.15 51 1-Tridecene 54.896 0,07 

52 Caryophyllene oxide 40.84 0.38 52 Bicyclo[4.3.0]nona-3,7-

diene, 8-(N-pyrrolidinyl)-, 

cis- 

55.376 0,11 

53 12-Oxabicyclo[9.1.0]dodeca-

3,7-diene,1,5,5,8-tetramethyl-, 

[1R-(1R*,3E,7E,11R*)]- 

41.72 0.00 53 1,3-Dioxolane, 4-ethyl-5-

octyl-2,2  

-bis(trifluoromethyl)-, 

trans- 

56.262 0,07 

54 Naphthalene, 1,2,3,4,4a,7-

hexahydro-1,6-dimethyl-4-(1- 

42.39 0.09 54 Cyclohexane, 1-(1,5-

dimethylhexyl) -4-(4- 

56.813 0,91 

 methylethyl)-    methylpentyl)-   

55 10,10-Dimethyl-2,6-

dimethylenebicyclo[7.2.0]und

ecan-5.beta.-ol 

42.64 0.00 55 Eicosane 57.155 1,02 

56 tau.-Cadinol 42.81 0.11 56 Eicosane n-Eicosane 

Icosane n-Icosane 

57.289 1,71 

57 Copaene 42.97 0.00 57 Tetrapentacontane, 1,54-

dibromo-1,54-

Dibromotetrapentacontane  

57.506 0,25 

58 Methyl jasmonate 43.13 0.00 58 Di-n-octyl phthalate 57.903 0,23 

59 α-Cadinol 43.22 0.09 59 3-Quinolinecarboxylic 

acid, 6,8-difluoro-4-

hydroxy-, ethyl ester 

58.516 0,34 

60 Isoaromadendrene epoxide 43.36 0.06 60 1-Naphthalene-sulfonic 

acid 

59.084 0,62 
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61 Naphthalene, 1,6-dimethyl-4-

(1-methylethyl)- 

43.74 0.08 61 Eicosane n-Eicosane 

Icosane n-Icosane 

60.537 0,56 

62 α-Bisabolol 44.22 1.22 62 Methoxyacetic acid, 

heptadecyl ester 

60.621 0,59 

63 Bergamotol, Z-.alpha.-trans- 45.95 0.00 63 Methyl (6Z)-7-(3-

Furyl)hept-6-enoate 

60.971 0,48 

64 Lanceol, cis 46.35 0.00 64 3-Quinolinecarboxylic 

acid, 6,8-difluoro-4-

hydroxy-, ethyl ester 

62.262 0,43 

 

 

 

 

65 

 

4-[(1Z)-(N-

Hydroxyethanimidoyl)-2-

methylpyridazin-3(2H)-

one 

62.976 

 

0,27 

 

66 

 

1,3-dimethyl-4-

azaphenanthrene 

65.748 0,61 

 

Total : 98,43% Total : 99,97% 

 

Il existe de nombreuses études dans la littérature sur la composition chimique de 

l'huile essentielle de R. officinalis (Celiktas et al, 2007 ; Bousbia et al., 2008). Plusieurs 

travaux ont mis en évidence l’existence de multiples composés bioactifs dans l’huile 

essentielle de R. officinalis dans différentes régions d’Algérie (Benhabiles et Aït Ammar, 

2001 ; Lograda et al., 2014). 

 
L’analyse préliminaire de nos huiles essentielles des parties aériennes des cette plante 

a montré des profiles chromatographiques presque similaires d’un point de vue qualitatif mais 

avec une différence quantitative dans l’abondance de leurs composés majoritaires. Il est noté 

d’après cette analyse qu’il a en effet des produits majoritaires et des produits minoritaires. 

D’une part certains composés chimiques sont abondants (β-Phallandrene 6.15%, Eucalyptol 

0.46% et Bornyl acétate 1.30%) dans l’huile essentielle de la zone de Cherchell alors qu’ils 

sont absents dans celle de la zone de Khenchela, et d’autre part certains composés sont 

absents (Tricyclène 0.11%, α-Thujène 0.23% et Cyclohexadecane 0.57%) dans l’HE de 

Cherchell mais présent dans celle de la région de Khenchela. 

 

L’analyse chromatographique CG/SM nous a permis d’identifier Soixante quatre 

composés dans l'HE de R. officinalis 01(région de Cherchell) qui représentent un total de 

98,43%. Le chromatogramme de l’HE de R. officinalis 01 (Annexe 06-Fig. 01) a montré des 

spectres  avec  pourcentage  des  principaux  constituants (> 3%) sont : le  camphre  (26,70%), 

α-pinène (14,36%), camphène (9,72%), Benzène-1-methyl-4-(1-methylethyl)- (9,44%), β  

phallandrène (6,15%), D-limonène (3,77%) et l’isocaryophillène (3,48%). En outre, l'HE 

testée contient également des quantités considérables de divers constituants mineurs (tableau 
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09). D’après les résultats obtenus, la nôtre s’avère être du type Camphre (26,70%) car cette 

molécule est  majoritaire dans l’HE. Nos résultats sont en accord avec les études de Kukerja 

et al.,(2007). Ils ont également identifié le camphre (26,40%) comme un composant principal 

dans l’huile essentielle de R. officinalis L.  

 
Alors que l’analyse chromatographique CPG/SM de l'HE de R.officinalis 02 nous a 

permis d’identifier Soixante-six composés qui représentent un total de 99,97%. Une 

observation immédiate du chromatogramme de l’HE de R.officinalis 02 (Annexe 06-Fig. 02) 

a porté sur la présence d'un niveau élevé des principaux constituants (> 3%) sont : 1,8-cinéole 

(34,22%), le camphre (7,87%), α-pinène (7,43%), 2β-pinène (4,80%) et le caryophyllène 

(3,23%). En outre, cette HE contient également des quantités minoritaires de divers 

constituants (tableau 09). Cependant, l'étude menée par Boutekedjiret et al., (1998) indique 

que les huiles essentielles du romarin des Biban de la région de Bordj Bou Arreridj, sont 

dominées par un chémotype spécifique qu'est le 1,8 cinéole (52,4%). Une étude réalisée par 

Miladi et al., (2013) identifiée le 1,8-cinéole à 24,10% .Ce qui concorde avec notre résultat 

de cette région. 

 

La variation détectée dans la composition chimique de l’huile essentielle du Romarin 

issue de la région du Cherchell et l’autre issue du Khenchela, est liée à plusieurs facteurs et 

paramètres tels que : le facteur environnemental, le facteur saisonniers, la nature du sol, les 

conditions climatiques et géographiques qui changent d’une région à l’autre, la période de la 

cueillette, la partie de la plante utilisée, à l’âge de la plante et la période du cycle végétatif et 

la méthode d’extraction selon  (Hussain, 2009 ; Anwar et al., 2009 ; Rouibi et al., 2010 ; 

Bertini et al., 2005 ; Colombo et al., 2013 ; Gende et al., 2014).). 

 
Napoli et al., (2010), classe le romarin en trois chemotypes, selon le composé 

majoritaire de leurs huiles essentielles : cineoliferum (teneur élevée en 1,8-cinéole); 

camphoriferum (camphre> 20%); et verbenoniferum (verbénone> 15%).  

 
R. officinalis L. de la région de Cherchell est classé dans le chémotype camphoriferum 

car son huile essentielle est caractérisée par la présence de Camphre comme principal 

constituant (26,7 %). Alors que R. officinalis L. de la région de Khenchela est classé dans le 

chémotype cineoliferum car son HE est caractérisée par la présence de Cinéole comme 

principal constituant (34,22%). Ces résultats sont en accord avec les résultats obtenus par 

Fernández et al., (2014) ont montré que les principaux composés volatiles de l’huile 
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essentielle du romarin sont le camphre et le 1,8-cinéole, le bornéol, le verbenone, l’a-pinène et 

le camphène. 

 

On remarque une différence de composition relativement importante, dans les huiles 

essentielles  du romarin des deux régions voir le tableau ci-dessus : 

 

Tableau 10 : Constituants communs des deux huiles essentielles de Romarin. 

 

Constituants  HE 01 HE 02 

Camphor 26,70% 7,87% 

α-pinene 14,36% 7,43% 

β-pinene 1,14% 4,80% 

Camphene 9,72% 2,96% 

α-Phellandrene  0,56% 0,17% 

Benzene, 1-methyl-4-(1-methylethyl)- 9,44% 0,94 

D-Limonene 3,77% 1,75% 

Borneol  2,71% 2,38% 

α-Terpineol  1,26% 1,77% 

α-Copaene 1,12% 0,22% 

α-Caryophyllene 1,30% 3,23% 

Naphthalene,1,2,3,5,6,8a-hexahydro-4,7-dimethyl-1-(1-

methylethyl)-, (1S-cis)- 

2,67% 0,28% 

 

Les deux HE extraites sont formées majoritairement d’hydrocarbures monoterpéniques 

et de composés oxygénés, tels que les alcools et les cétones. 

  

L’huile essentielle de cette même plante, extraite par entrainement à la vapeur d’eau 

analysée par Taleb-Toudert K, (2015) en Kabylie (Algérie), à révélé une richesse en 

eucalyptol (41,7%), en camphor (10,32%), en α-pinène (8,71%), en β-pinène (7,61%) et en 

camphène (4,52%). Donc elle révélée un chémotype à eucalyptol ce qui ne concorde pas avec 

nos résultats.  

 

Plusieurs travaux qui ont mis en évidence l’existence de multiples chémotypes d’huile 

essentielle de Rosmarinus officinalis dans différentes régions d’Algérie. On citera les travaux 

mener par Lograda et al., (2013) qui ont noté que la composition chimique des huiles 

essentielles du romarin collecté de cinq régions de l'Est algérien est dominée par le camphre 

(42,7%) ce qui corrobore avec notre résultat de la région de Cherchell  et d’Atik Bekkara et 
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al., (2007) où l’huile essentielle du romarin spontané de la région de Tlemcen à l'Ouest 

algérien serait caractérisée par la présence de l'α-Pinène (23,1%).  

 

Les études effectuées par  Varela et al., 2009; Ayadi et al., 2011; Hcini et al., 2013; 

Jordán et al., 2013a; Khia et al., 2014; Tahri et al., 2015; Tuttolomondo et al., 2015 sur la 

composition chimique des huiles essentielles du romarin en Tunisie, Maroc, Espagne et Italie, 

déterminent l'importance du chémotype 1,8-cinéole (>24%).  

 

Une étude contradictoire de Hilan et al. (2006) qui ont également rapporté la 

prédominance de l’eucalyptol (50%) comme principal composant dans la plante du Romarin 

(R.officinalis L.) collecté des différentes altitudes et régions libanaises. 

 

En France, l'huile essentielle du Rosmarinus officinalis de la Provence a un niveau 

élevé de camphre (30-45%) (Kaloustian et al., 2002) par contre celle de la Corse serait 

caractérisée par l' α-pinène (13.7-24.6%) (Pintore et al., 2002).  

 

Subséquemment, cette variabilité des résultats de l’huile essentielle de romarin peut 

être due à des facteurs intrinsèques (génétique, sous-espèces) ou à des facteurs extrinsèques 

comme le climat et le sol (origine géographique) (Özcan et Chalchat, 2008). 

 
La composition biochimique des essences des lamiacées dépend ainsi du lieu de 

récolte et déterminera donc le chémotype et par conséquent la spécificité de l’huile et les 

propriétés thérapeutiques. Tous ces paramètres sont influencés par les conditions édaphiques 

et climatiques ainsi que les pratiques culturales (Gilly, 2005). 

 
III-2- Résultats de l’activité antimicrobienne des huiles essentielles du Romarin 

 
III-2-1- Résultats de l’aromatogramme  

 

Les résultats (Annexe 07) de l’huile essentielle issus de Cherchell sont mentionnés 

dans le tableau ci-dessous : 
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Tableau 11 : Résultats de l’aromatogramme de l’HE issue de Cherchell [pure]. 

 

Espèce DZI en mm  

(3 répétitions) 

Classe des ZI (selon Mutai et 

al., 2009) 

Staphylococcus aureus 19 Modérément inhibitrice 

Bacillus subtilis 27 Fortement inhibitrice 

Escherichia coli 19,33 Modérément inhibitrice 

Aspergillus brasiliensis 27,66  Fortement inhibitrice 

Candida albicans 31 Très fortement inhibitrice 

 

L’huile essentielle pure de la région de Cherchell a révélé une activité antimicrobienne 

très fortement inhibitrice (très sensible) en induisant des diamètres d’inhibition ≥30mm  avec 

la souche C. albicans (31mm) et fortement inhibitrice avec B. subtilis et avec A. brasiliensis 

(27mm-27,66mm) respectivement, tandis que S. aureus (19mm) et E. coli (19,33mm) sont 

modérément inhibitrice (sensible) en induisant des diamètres comprise entre  16≤ DZI ≤21. 

 

Tableau 12 : Résultats de l’aromatogramme de l’HE issue de Khenchela [pure]. 

 

Souches microbiennes DZI en mm  

(3 répétitions) 

Classe des ZI (selon Mutai et 

al., 2009) 

Staphylococcus aureus 16,33 Modérément inhibitrice 

Bacillus subtilis 36,66 Très fortement inhibitrice 

Escherichia coli 18 Modérément inhibitrice 

Aspergillus brasiliensis 13 Légèrement inhibitrice 

Candida albicans 22 Fortement inhibitrice 

 

L’activité antimicrobienne de l’huile essentielle pure de la région de Khenchela était 

très fortement inhibitrice DZI≥30mm avec B. subtilis (36,66mm), fortement inhibitrice 

(extrêmement sensible) 21≤ DZI ≤30 avec et C. albicans (22mm), modérément inhibitrice 

(sensible) 16≤DZI≤21 avec S. aureus (16,33mm) et E. coli (18mm) alors qu’elle était 

légèrement inhibitrice (modérément sensible) 11≤DZI≤16 avec A. brasiliensis. 

 

Le  tableau ci-dessous représente les résultats du témoin négatif et témoin positif 

(Annexe 07) :  
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D’après les tableaux 11, 12 ,13 et la figure 20: 

 

Les huiles essentielles de romarin des deux régions ont une activité antimicrobienne 

vis-à-vis des souches testées, dans laquelle certaines souches semblent se distinguer par une 

sensibilité élevée par rapport aux autres. En effet, nous avons remarqué la présence des zones 

d’inhibition extrêmement important pour les  souches à Gram
+
 : B. subtilis (27mm-36,66mm) 

suivie par S. aureus (19mm-16,33mm). Cependant, une activité modeste a été observée contre 

les bactéries à Gram
-
 sur E.coli (19,33mm-18mm). 

 
Nos résultats sont concordent avec ceux trouvés par Lograda et al. (2014); Kazemi et 

al. (2012) qui ont montré que les huiles essentielles de Rosmarinus officinalis L. présentent 

une activité antibactérienne contre les souches Gram positif et Gram négatif. 

 

Concernant les souches fongique, en se basant sur l’estimation donnée par Mutai et 

al., (2009), les huiles essentielles de Rosmarinus officinalis L. se sont avérées très actives 

contre toutes les espèces fongiques testées à savoir : la levure C. albicans (31mm-22mm), 

ainsi que la moisissure A. brasiliensis avec des zones d’inhibition comprises entre 27,66mm-

13mm ; la différence c’est que l’huile de la région méditerranéen reste la plus active que celle 

de l’est algérien. Nos résultats de l’HE de Cherchell sont en accord avec ceux trouvés par 

Santoyo et al. (2005) et Celiktas et al. (2007) qui ont montré que l’huile essentielle de 

romarin présente une activité antifongique importante.   

 

Selon Ouraini et al., 2007 : Les variations observées dans les activités antifongiques 

entre les différents travaux sont liées à plusieurs paramètres dont : la nature du milieu de 

germination, le genre et l’état de l’espèce fongique (utilisée juste après son isolement ou après 

plusieurs repiquages), l’âge de la culture, En effet Plus cette dernière est âgée, plus elle 

devient sensible à l’action de l’huile essentielle. Mais ces variations dépendent aussi de la 

nature de l’huile essentielle et son contenu en composés volatils ; la concentration et la 

quantité de l’huile essentielle ; la concentration de l’inoculum concernant les spores (Une 

augmentation de la densité des spores, supérieur à 10
6
 UFC, exige des concentrations élevées 

d’huile essentielle pour les éliminer)  

 

La forte activité antimicrobienne de l'huile essentielle contre les micro-organismes 

sensibles peuvent être attribués à la présence d'une forte concentration de monoterpènes 

(Sepahvand et al., 2014).  
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Selon Imelouane et al., 2010 indique les principaux composants de cette huile, le 1,8-

cinéole, ont été connus pour présenter une activité antimicrobienne contre les souches 

bactériennes (E. coli, P. aeruginosa, S. typhi, S. aureus, rhizobium leguminosarum et bacillus 

subtilis). Bien que Terpinen-4-ol représente un constituant mineur dans l'huile étudiée, on sait 

qu'il existe des propriétés antibactériennes très efficaces (Carson et al., 2006). 

 

III-2-2- Résultats des concentrations minimales inhibitrices, bactéricides et fongicides  

 
� Résultats de la concentration minimale inhibitrice (CMI) 

 
Le tableau ci-dessous (Annexe 07) présente les résultats de la CMI des deux huiles : 

 

Tableau 14 : Diamètres des zones d’inhibitions en mm des germes testés par les deux HE à 

différentes concentrations. 

 

 

Souches microbiennes 

Huile essentielle 01 Huile essentielle 02 

50% 25% 15% 50% 25% 15% 

Staphylococcus aureus 21mm 15mm - 11mm 10mm - 

Bacillus subtilis 22mm 17mm 15mm 16mm 14mm - 

Escherichia coli 18mm 15mm - 12mm 10mm - 

Aspergillus brasiliensis 28mm 16mm - 11mm 10mm - 

Candida albicans 22mm 19mm 11mm 13mm 11mm - 

 

La souche Staphylococcus aureus donne respectivement un diamètre de 17-16mm 

avec la dilution 50% et une zone de 15-12 mm avec la dilution 25% et un diamètre de 9-9 mm 

avec la dilution 15%, donc Staphylococcus aureus est sensible pour toutes les dilutions de 

l'huile de Romarin. 

 

La souche Bacillus subtilis donne respectivement un diamètre de 20-19.5 mm avec la 

dilution 50% et un zone de 17-13 mm avec la dilution 25% et un diamètre de 15-9 mm avec la 

dilution 15%, donc pour Bacillus subtilis est sensible pour toutes les dilutions de l’huile de 

Romarin.  

  

La souche Escherichia coli donne respectivement un diamètre de 18 -14mm avec la 

dilution 50% et une zone de 15-12 mm avec la dilution 25% et un diamètre de 9-9 mm avec la 
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dilution 15%, donc  Escherichia coli est sensible pour toutes les dilutions de l’huile de 

Romarin. 

 

Aspergillus brasiliensis ayant présenté une sensibilité vis-à-vis toutes les dilutions de 

l’extrait. Dont on marque un diamètre d’inhibition variée de 20 à 9mm pour l’HE01 et 13à 9 

mm pour l’HE 02, même chose pour la  souche Candida albicans qui présente un  diamètre 

d’inhibition variée de 22 à 12- 15 à 9 respectivement. 

 

L’activité des HE de station de Cherchell a été importante sur B. subtilis, C. albicans 

et A. brasiliensis, moyenne sur E. coli et S. aureus. Ainsi, leur CMI pour B. subtilis et C. 

albicans est de l’ordre de 15%, celle de S. aureus, E. coli et A. brasiliensis est de l’ordre de 

25%.  

 

Tandis que les HE de la région de Khenchela exhibent un pouvoir antimicrobien 

important sur B. subtilis et C. albicans, un pouvoir antimicrobien moyen sur S. aureus et E. 

coli et un pouvoir antimicrobien faible sur A. brasiliensis. La CMI des HE de cette région 

pour B. subtilis, S. aureus, C. albicans, E. coli et A. brasiliensis est de 25%. 

 

� Résultats de  la concentration minimale bactéricide et fongicide 

 

Le tableau suivant résume les concentrations minimales bactéricides de chaque huile : 

 

Tableau 15 : CMB et CMF des deux huiles essentielles de R.officinalis L.   

 

Concentrations minimales bactéricides et fongicides 

 Huile essentielle 01 Huile essentielle 02 

Staphylococcus aureus 50% 50% 

Bacillus subtilis 15% 50% 

Escherichia coli 50% 50% 

Aspergillus brasiliensis 50% 50% 

Candida albicans 25% 50% 
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Tableau 16 : Résultats de rapport de CMB/CMI des deux huiles essentielles de Romarin. 

 

Souches 

microbiennes 

HH 01 HE 02 Interprétation 

CMB/CMI CMB/CMI 

S.aureus 2 2 Bactéricide 

B.subtilis 1,5 2 Bactéricide 

E. coli 2 2 Bactéricide 

A.brasiliensis 2 2 Fongicide 

C. albicans 1,7 2 Fongicide 

 

 L’effet antimicrobien de nos huiles essentielles révélées que les bactéries Gram+ et 

Gram
- 

 ont une réponse Bactéricide tandis que les champignons ont un effet Fongicide 

(Annexe 07). 

 

Plusieurs travaux ont mis en évidence la grande sensibilité des bactéries Gram
+
  par 

rapport aux Gram
-
 (Bouzouita et al., 2008). Néanmoins, Certaines études révèlent aucune 

activité antimicrobienne sélective vis-à-vis les bactéries Gram+ ou Gram- (Guesmi et 

Boudabous, 2006. L’activité antimicrobienne est en relation avec la composition chimique de 

l’huile plus essentiellement ces composés majoritaires (Frag et al., 1989; Deans et Sbodova, 

1990).Cette dernière est liée à sa composition chimique, aux groupements fonctionnels des 

composés majoritaires (alcools, phénols, composés terpéniques et cétonique) et leurs effets 

synergiques (Rouibi et al., 2010). 

         

Selon Wang et ses collaborateurs (2012), l’impact des composés mineurs n’est pas à 

négliger. Ils ont démontré que les HEs entières ont une activité antimicrobienne supérieure à 

un mélange de composants majeures des mêmes huiles essentielles, ce qui suggère que les 

composants mineurs peuvent avoir un effet synergique. 

 

En revanche, des travaux rapportent l’inexistence de lien apparent, et aucune 

corrélation entre l’activité inhibitrice des essences aromatiques et la nature de la paroi 

bactérienne (Zaika, 1988 ; Boukhatem et al., 2014).  

 
Jordán et ses collaborateurs (2013b) mentionnent qu'une forte proportion d'α-pinène 

augmente l'efficacité des huiles essentielles du romarin contre Staphylococcus aureus, tandis 
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que la présence de 1,8 cinéole, comme le composé le plus abondant, diminue 

considérablement l'efficacité de ces huiles. En revanche, l'efficacité des huiles pures contre 

Escherichia coli n'a pas été affectée par cette condition. 

 
L’activité antimicrobienne du romarin est attribuée à la présence de camphre, 1-8 

cinéole, le bornéol, camphène, α –pinène et β -pinène, connus pour leurs propriétés 

antimicrobiennes  (Deba et al., 2008 ; Okoh et al., 2010 ; Santoyo et al., 2005). 

 
Weerakkody et al., (2010) ont indiqué que le romarin a une forte activité 

antimicrobienne et que  le camphre identifié comme principal composant chimique de ses 

huiles essentielles a un effet  antimicrobien. 

 
III-3- Résultats  de l’effet hypoglycémiant des huiles essentielles du Romarin 

 

III-3-1- Suivi de la glycémie des souris 

 

Le suivi de la glycémie nous a donné les résultats représentés en fonction du moyenne 

± écart-type des différents lots des souris. Le tableau 17 et la Fig. 21 montrent les résultats 

des mesures de la glycémie. 

 
Tableau 17 : Moyennes de la glycémie en g/l selon les lots des souris. 

 

 

 

 

 

 J0 J3 J5 J7 J14 J21 J28 

TS 0,90±0,09 0,83±0,15 1,06±0,14 0,99±0,17 0,94±0,05 1,03±0,14 0,86±0,28 

DNT 1,00±0,21 1,51±0,21 1,62±1,16 1,97±0,28 2,91±0,04 1,96±0,09 1,77±0,26 

DTHE 01 1±0,27 1,28±0,12 1,52±0,67 2,31±0,35 1,53±0,27 

 

1±0,15 

49% 

1,11±0,12 

DTHE 02 0,95±0,21 1,39±0,24 1,85±0,09 2,19±0,29 1,54±0,44 0,88±0,2 

55% 

1,13±0,21 

 

Injection d’alloxane 

pour les lots DNT et 

DT: induction du 

diabète expérimental 

Début du traitement 

par l’HE de 

R.officinalis pour les 

lots DT 
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Figure 21 : Variation de la glycémie (g/l) des 4 lots de souris en fonction du temps. 

        

D’après le tableau 17 et la figure 21, nous avons remarqué : 

 

Pour les souris du lot TS, nous n’avons remarqué aucun changement significatif de la 

glycémie durant toute la période d’expérimentation. Celle-ci reste dans les limites normales. 

 

A J0 la glycémie chez les souris des quatre lots est normale d’une moyenne de 

0,96±0,19 g/l. Après une semaine d’injection de l’agent diabétogène «alloxane», on note une 

hyperglycémie chez toute les souris à une valeur comprise entre 1,97±0,28 g/l à 2,31±0,35 g/l. 

Par contre les souris du lot DNT, on note une augmentation significative de la glycémie par 

rapport à la glycémie du lot TS ; cette augmentation est importante qui atteint une valeur de 

2,91±0,04g/l. Cette hyperglycémie ne peut s’expliquer que par une baisse de la sécrétion de 

l’insuline (Venkateswaram et Pari, 2002). 

 

Des observations similaires ont été rapportées par plusieurs auteurs, en effet Herrera 

et al. (2011) ; Ibeh et Ezeaja (2011) ont remarqué qu’après une semaine de l’injection de 

l’alloxane la glycémie des rats a augmenté respectivement de 30 % et 40 %, tandis que pour 

Mahendran et al. (2010) la glycémie des rats rendus diabétiques à évoluer de 52 % après 

trois semaines de l’injection. Ceci prouve que l’alloxane a induit chez ces animaux une 

hyperglycémie traduisant un diabète expérimental suite à une nécrose partielle des cellules β 

(Lenzen, 2008). Ceci explique qu’il existe une similitude avec nos résultats. 
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L’hyperglycémie est la manifestation clinique clé du diabète sucré (Prakasam et al., 

2005), deux mécanismes fondamentaux qui causerait une hyperglycémie l’ors d’un diabète, 

d’une part par un mécanisme de surproduction (excès de la néoglucogenèse et la 

glycogénolyse) d’autre part par la diminution de l’utilisation du glucose par les tissus 

périphériques (Shirwaikar et al., 2004).  

 

Chez les souris des deux lots diabétiques traité «DTHE 01 et DTHE 02», l’instauration du 

traitement de l’HE à la même dose (250µl/kg) a permis une diminution progressive de leurs 

glycémie passant de 1,53±0,27 g/l et 1,54±0,44 g/l au début du traitement (J14) jusqu’à 1±0,15 

g/l et 0,88±0,2 g/l à la fin du traitement (J21) respectivement ; cette réduction est de l’ordre de 

49% et 55% respectivement de manière significative (p<0,05). A J28 (troisième semaine du 

traitement) la glycémie est atteindre la valeur normale : 1,11±0,12 g/l et 1,13±0,21 g/l 

respectivement.  

 

Si on compare les lots traités, nous constatons que les deux lots «DTHE 01 et DTHE 02»  

présentent une  diminution de la glycémie 1g/l et 0,88g/l respectivement à une différence 

statistiquement non significative. Par ailleurs, nous avons observé que ces lots ont une 

glycémie qui décroit progressivement comparés au lot DNT ; cependant elle reste supérieure à 

celle du lot TS  (différence statistiquement non significative). 

 

III-3-2- Évolution du poids corporel des souris 

 

Le suivi régulier des animaux durant vingt-huit jours nous a amenés à obtenir les 

valeurs relatives, voir tableaux ci-dessous :  
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Tableau 18 : Moyennes du poids corporel en g selon les lots des souris. 

 

 

 

 

 

 J0 J3 J5 J7 J14 J21 J28 

 TS 23,8±1,10 22,8±1,41 24,4±2,58 26,6±1,41 25,4±1,85 26,8±1,67 28±1,41 

DNT 24±1,26 22,8±1,41 23,2±0,75 23,6±0,89 23±1,16 23,2±0,4 22,8±1,02 

DT HE 01 22,4±1,5 21±1,67 20±0,77 22±3,16 29±2,33 28±3,41 30±1,48 

DT HE 02 23,6±0,8 21,4±0,74 23±0,41 25±2,1 28±1,67 27±1,9 29±1,94 

 

 

Figure 22 : Evolution du poids corporel (g) des 4 lots des souris en fonction du temps. 

 

Les valeurs moyennes du poids corporel des souris du lot TS passent de 23±1,10 g en 

début d’expérimentation à 29±1,41g a  la fin d’expérimentation. Les animaux du lot témoin 

ont présenté un gain de poids corporel lié à une croissance normale des souris.  

 

A J0 le poids corporel des souris des quatre lots ont présentés une valeur moyenne de 

23±1,17g. Tandis que l’injection intrapéritonéale de l’alloxane «induction du diabète» 

0

5

10

15

20

25

30

35

J0 J3 J5 J7 J14 J21 J28

P
o

id
s 

co
rp

o
re

l 
(g

/l
)

Temps (jours)

TS

DNT

DTHE01

DTHE02

Début du traitement 

par l’HE de 

R.officinalis pour les 

lots DT 

Injection d’alloxane 

pour les lots DNT et 

DT: induction du 

diabète expérimental 



Chapitre III                                                          Résultats et discussion 

 63 

pendant la 1
ère

 semaine à entrainé une chute significatif à des valeurs comprise entre 20,08g et 

21g. 

 

Une diminution progressive du poids corporel chez les souris du lot DNT par rapport 

au lot TS, ce qui semble tout à fait normal. Cette baisse est significative (p<0,05) à partir du 

J7 21,2 g et persiste jusqu’à la fin de l’expérimentation 21g. 

 

Ces lots de souris diabétiques présentent une diminution continue des poids corporels 

qui s’accentue au cours de l’expérimentation. Cette perte de poids des diabétiques est due au 

catabolisme, plus particulièrement des lipides par lipolyse des tissus adipeux suite à 

l’insulinodéficience (Vats et al., 2004; Oliveira et al., 2008). 

 

La diminution du poids corporel dans le diabète sucré est généralement attribuée à la 

stimulation de la gluconéogenèse. En effet l’accélération du catabolisme des protéines et des 

graisses, entraine une perte caractéristique de poids du corps après à une augmentation de 

l’atrophie musculaire et de la perte de protéines tissulaires (Daisy et al., 2012). 

 

Nos résultats sont en accord avec ceux apportés par (Auroba et Nibras, 2010), qui 

l’ont constaté sur le diabète induit par l’alloxane, est caractérisée par une perte importante du 

poids corporel. 

 

De même (Omari et al., 2011), ont eux aussi enregistré des résultats similaires et 

suggèrent que la perte de poids corporel , peut être due aux actions lipolytiques exercées par 

les glucocorticoïdes sur le tissu adipeux, en plus de l’accélération de la lipolyse, les 

glucocorticoïdes potentialisent la protéolyse et stimulent la néoglucogenèse, ces actions 

métaboliques sont probablement liées à la déficience en insuline qui est une hormone 

lipogénique . 

 

Cependant les deux lots traités par la plante du romarin (DTHE 01 et DTHE 02), 

l’introduction du traitement de l’HE à la même dose (250µl/kg) a conduit à une augmentation 

de leur poids corporel dès la 1
ère

 semaine du traitement jusqu'à la fin d’expérimentation donc 

les souris de ces lots reprendre le poids progressivement. 

 

L’amélioration des poids corporels des deux lots traités par les deux doses de la plante 

pourrait être expliquée par le pouvoir de la plante à restaurer le stock en triglycérides, grâce à 
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l’amélioration de l’insulinosécrétion et de la glycémie observée par (Farnier, 2002; Babu et 

al., 2007). 

 

III-3-3- Etude histologique des organes 

 
Les observations microscopiques des coupes du foie des souris de tous les lots étudiés 

pendant 28 jours ne révèlent aucune modification cellulaire visible (aucune anormalité) par 

comparaison au lot TS (figure 23). 

 

Néanmoins, l’observation microscopique du pancréas montre une destruction des 

cellules des îlots de Langerhans du lot diabétiques non traité DNT. Ces îlots sont d’aspect 

diffus, moins délimité, d’une diminution du nombre des ilots de langerhans par champ 

microscopique et présentent quelques nécroses cellulaires que celui du lot TS (figure 24). La 

destruction de certaines cellules de Langerhans expliquerait le taux réduit de l’insuline 

observé chez ce lot (Halimi et al., 2008). 

 

Les coupes histologiques du pancréas des deux lots traités par les HE «DTHE 01 et 

DTHE 02 » présentent des ilots de Langerhans mieux délimités avec très peu de nécroses 

cellulaires par comparaison avec le lot DNT, donc la supplémentation du romarin a protège 

les ilots de langerhans des radicaux libres générés par l’alloxane. Cela pourrait signifier que 

les deux doses de la plante ont « restauré » la sécrétion de l’insuline en « régénérant » les 

cellules ß de Langerhans détruites par l’alloxane (West, 2000).  
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                           A : TS                                                               B : DNT 
 

                  
 

                      C : DT HE 01                                                                            D : DT HE 02 

            CHN: Cellules hépatiques normales. 

 

Figure 23 : Coupes histologiques du foie d’une souris représentative de chaque lot étudié. 
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                           A : TS                                                                B : DNT 
 

          
  

                          C : DT HE 01                                                                           D : DT HE 02 

I : Ilot de Langerhans 

NC : Nécrose cellulaire 

 

Figure 24 : Coupes histologiques du pancréas d’une souris représentative de chaque lot 

étudié. 

 

Une étude analogue a été réalisée par Chakravarathy et al., 1981; kolb et al., 1982; 

Hii et Howell, 1984 ; Perez et al., 1998, Cet effet régénérateur des ilots observé pourrait être 

du à la présence des composés antidiabétiques révélés par l’étude phytochimique. En effet i l 
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a été rapporté que l’épicatéchine, de la famille des flavonoïdes très fréquente dans les 

aubépines et extraite d’écorce d’une plante Plerocarpus marsupium (Fabacées), avait la 

faculté de régénérer les cellules ß de Langerhans et donc de restaurer la sécrétion d’insuline 

chez les rats rendus diabétiques par l’alloxane. 

 

Une étude analogue a été réalisée par (Belmouhoub et al., 2017) sur des souris 

rendues diabétique par la streptozotocine a signalé que les flavonoïdes de R.officinalis 

possèdent un effet hypoglycémiant puissant. Aussi, les flavonoïdes de R. officinalis comme 

les flavonoïdes des autre plantes peuvent agir par des multiples mécanismes d’action tels que : 

la prévention de la destruction des cellules β pancréatiques, amélioration de l’utilisation de la 

glycémie périphérique, l’augmentation de la libération d’insuline et amélioration du stockage 

de glycémie dans le foie. De plus, les flavonoïdes sont connus pour régénérer les cellules β 

endommagées chez les rats et les souris rendus diabétiques par la streptozotocine. Son étude 

histopathologique du pancréas clairement démontré que les deux fractions (riches en 

flavonoïdes) ont régénérées les cellules β pancréatiques.  
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Conclusion 

 

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus 

par leurs propriétés thérapeutiques.  

 

L'objectif de notre travail consiste à faire une étude de pouvoir antimicrobienne, les 

propriétés physico-chimique et analyse des composants chimique et enfin contrôle de l’effet 

hypoglycémiant d'huile essentielle de R.officinalis de deux région  d’Algérie (Cherchell et 

Khenchela). 

 

Les résultats obtenus montrent que les huiles essentielles de Romarin extrait par 

entrainement à la vapeur ont des propriétés physicochimiques (la densité, l'indice de 

réfraction, indice  d'acide …) et des composants chimiques majoritaire riche en (cineole, α-

pinene, camphene) avec des % différentes selon plusieurs facteur : facteur ennviremental, 

nature de sol, période  de récolte, méthode d’extraction … sont conformes aux normes 

AFNOR.  

 

De même que l'activité biologique de l'huile du Romarin a donné un pouvoir 

antibactérien très important surtout sur Escherichia coli (DZD : 12mm), S.aureus (DZD : 

9mm). 

 

Ainsi pour le control de l’effet hypoglycémiant, l’HE de romarin a un rôle déterminé 

dans la diminution du taux de glucose dans le sang chez des souris diabétique par l’alloxane 

traité par l’HE 01et par l’HE 02.   

 

L'observation  microscopique de coupes de pancréas montre que seules les cellules des 

îlots de Langerhans sont détruites alors que les acini sont intacts. 

 

Cette étude comparative de la composition des produits obtenus, à partir de l'extraction 

par entrainement à la vapeur de Rosmarinus officinalis L. cueilli de la région de Cherchell, et 

l’autre  au sein du Khenchela, montre une légère différence qualitative qui dépend de 

plusieurs factures.  
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L’étude de l’activité antibactérienne de ces huiles essentielles de romarin sur des 

souches de bactéries gram positif et gram négatif montre que ces huiles possèdent une activité 

antibactérienne surtout contre le S. aureus, et E. coli. 

 

A la base de résultats trouvés on peut conclure  que nos huiles essentielles peuvent 

servir comme base de lutte biologique. 

 

Comme perspective dans la continuité de ce travail, il serait intéressant de :   

 

� Réaliser une éventuelle activité antimicrobienne sur une large gamme de 

microorganisme. 

� Notre travail aurait été complet par une étude d’immunofluorescence qui nous aurait 

permis de cibler et de certifier ainsi sur nos animaux l’effet sélectif de l’alloxane  sur les 

cellules β.  

� Cette étude reste préliminaire et plus superficielle, donc, elle nécessite d’autres études 

approfondies pour mieux se concentrer sur les effets révélés. Même des études à l’échelle 

moléculaire sont nécessaires pour déterminer les mécanismes régissant l’effet 

diabétogène de l’alloxane.                 
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Annexe 01 : Matériel non biologique 

 

Appareillages Verreries et 

accessoires 

Réactifs et Produits 

utilisés 

Milieux de 

culture 

-Etuve 

-Bec benzène 

-Hotte à flux luminaire 

verticale 

-Vortex 

-Balance pour peser les 

animaux 

-Balance analytique de 

précision 

-Glucomètre et 

bandelettes 

-Autoclave 

-Balance 

-Réfrigérateur 

-Réfractomètre 

-Spectrophotomètre 

-Microtome 

-Automate 

-pH-mètre 

-Polarimètre 

-Microscope optique 

 

-Boites de pétri 

-Disques de papier 

buvard stérile de 9mm 

-Ecouvillons 

-Bécher Erlenmeyer 

-Matériel d’élevage 

habituel (biberon, 

cages de stabilisation 

pour les souris) 

-Etiquette 

-Coton  

-Bécher 

-Seringues stériles en 

plastique à usage 

unique (1 et 5 ml) 

-Seringue stérile de 

gavage 

-Gants 

-Entonnoirs 

-Pipettes gradués 

-Portoirs pour les tubes 

-Flacons en verre 

-Règle 

-Pince 

-Fiole jaugé 

-Seringues à insuline 

-Lames et Lamelles 

-Pycnomètre 

-Alloxane monohydrate  

-Eau distillée 

-Eau physiologique (Nacl 

0,9%) 

-Méthanol 

-Tween 80 

-DMSO 

-Diethyl ether 

-ATB : Primazol 400-80 

mg et Lamidaz 250mg 

- Alcool et Ether  

 

-Gélose Muller-

Hinton 

-Gélose 

Sabouraud 

 



 

                          
 

              Hotte à flux luminaire                                                Polarimètre «Polartronic NH8» 

                 (originale 2017)                                                                  (Originale 2017) 

                                                                                 
 

    Incubateur «Stuart» (originale 2017)                                 Automate «Myr» (originale 2017)  

 

                                                                                 
 

  Platine refroidissante «Leica EG 1150C»                         Microtome «Leica» (originale 2017) 

                  (originale 2017)                                                               

 



 

                                 
           

           Bain d’eau thermo- statée                                           pH-mètre «METTLER TOLEDO» 

                 (originale 2017)                                                                      (originale 2017) 

                                                                                               
                

               Bacs de coloration                                                                Souches testées  

                (originale 2017)                                                                   (originale 2017) 

                        
                      

                         Etuve                                                                       Dispositif de titrage    

                 (originale 2017)                                                                   (originale 2017) 



 

 

                        
          

          Glucomètre (originale 2017)                                           Balance pour pesée les animaux 

                (originale2017)                                                           «Sartorius» (Originale 2017) 

                        
       

       Cages de stabilisation des souris                                                Aliment et biberon 

                (originale 2017)                                                                   (originale 2017) 

                        
 

       Injection d’alloxane intrapéritonéale                             Administration de l’extrait par voie orale 

                 (originale 2017)                                                             «Gavage» (originale 2017)     

 

 



 

Annexe 02 : Carte géographique des stations étudiées 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Annexe 03 : Souches microbiennes testées 

 

Staphylococcus aureus : Coque à gram positif de 0,5 à 1µm de diamètre, non sporulé, 

immobile, anaérobie facultatif, catalase+, fermentant de glucose, Température optimale 37°C, 

Ph optimum 6-7, aw optimale > 0,99, c’est une bactérie ubiquitaire, présente dans tous les 

milieux naturels (air, poussière , sol, eau égouts, vêtement) mais également chez les animaux 

et chez les hommes. Contrairement au S.aureus, ces entérotoxines sont très résistantes à la 

chaleur (30min/120°C°), aux variations de pH (entre 4 et 11) et aux enzymes protéolytiques 

papaïne, trypsine (DELARRAS, 2007).  

 

Escherichia Coli : Appelé communément « colibacille » c’est à dire « bacille à côlon » 

cette espèce était l’objet d’un très grand nombre d’études. C’est un bacille à gram négatif 

(Patrick et al., 1988), de forme non sporulée, de type anaérobie facultative, généralement 

mobile grâce aux flagelles, sa longueur varie de 2 à 6 µm, alors que sa largeur est de 1,1 à 1,5 

µm (Steven et al., 2004). 

  

Bacillus subtilis : C’est une bactérie à gram +. Sa longueur varie de 2 à 4 µm et sa largeur 

de 0,5 à 2 µm. Elle a pour forme cellulaire des bâtonnets droits à bout arrondis. Elle est 

mobile grâce à une ciliature péritriche. Elle est aérobie stricte, sa température optimale est de 

40°C (espèce mésophile) et son type trophique est chimioheterotrophe. Enfin, son temps de 

génération est d’environ 26 minutes. Les conditions optimales de croissance de cette souche 

se situent pour un Ph compris entre 5,5 et 8,5 et à une température de 10°C à 50°C. 

 

Candida albicans : Une levure ovale, elle existe sous forme d’éléments unicellulaires 

bourgeonnants ou d’un pseudomycélium (FEIGIN ET CHERRY., 2004). Certaines 

conditions favorisent son passage à un stade pathogène (Bonn et Blanc., 2008). 

 

Aspergillus brasiliensis : Le développement d’Aspergillus brasiliensis n’est connu que 

par sa multiplication asexuée (l’anamorphe). La forme habituelle est donc celle d’un 

champignon filamenteux comportant des hyphes septés (filaments cloisonnés), haploides et 

ramifiés formant un mycélium. 

 



Annexe 04 : Propriétés chimiques d’alloxane  

 

 

Formule chimique 

 

Nom chimique 2, 4, 5,6(1H, 3H)-pyrimidine tétraone 

monohydrate. 

Structure chimique C4H2N2O4 

Masse moléculaire 160,09 g/mol. 

Point de fusion 253°C. 

(Hashemi et al., 2009) 

 

 

 

Annexe 05 : Huiles essentielles obtenues 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 01 : L’HE 01 (Cherchell) de 

R.officinalis L. 

Figure 02 : L’HE 02 (Khenchela) de 

R.officinalis L. 

Couleur 

jaune pâle 

Couleur 

jaune pâle 



Annexe 06 : Profils chromatographiques 

 

 

Figure 01 : Chromatogramme de l’huile essentielle de Rosmarinus officinalis 01 

(Région de Cherchell) 

 

 

 

Figure 02 : Chromatogramme de l’huile essentielle de Rosmarinus officinalis 02 

(Région de Khenchela). 
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Annexe 07 : Résultats de l’activité antimicrobienne 

 

� Témoin (+) et témoin (-) : 

 

 Témoin positif Témoin négatif 
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� Aromatogramme 

 

 HE de Cherchell HE de Khenchela 
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� Dilution : détermination de CMI 
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� CMB des deux HE : 

 

 HE de Cherchell HE de Khenchela 
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Glossaire 

Acidocétose : est une acidification excessive du sang. Elle est due à une accumulation 

de corps cétoniques. 

Allélopathie : ensemble des interactions biochimiques entre deux ou plusieurs plantes (autres 

que des micro-organismes). 

Alloxane : produit chimique qui détruit spécifiquement les cellules β des îlots de Langerhans 

du pancréas endocrine. 

Arbrisseau : plante ligneuse haute de 3 à 5 mètres. 

Arbuste : plante ligneuse haute de 1 à 3 mètres. 

Cétose : il s'agit d'un état dans lequel les taux de cétones (corps cétoniques) dans le sang sont 

élevés. Les cétones sont formées quand les réserves de glycogène dans le foie sont épuisées.  

Composé asymétrique : absence de tout élément de symétrie (une structure asymétrique est 

chirale. 

Gavage : introduction d’aliment dans l’estomac à l’aide d’une sonde gastrique. 

Glycémie : concentration de glucose dans le sang (ou le plasma). 

Glycosurie : représente la présence de glucose (sucre) dans les urines. 

Isoprène : liquide volatil incolore à odeur forte, utilisé dans la fabrication du caoutchouc 

synthétique. 

Insulinothérapie : Traitement utilisant des injections d'insuline. 

Lactones : ester interne (perte d’une molécule d’eau intramoléculaire) d’un acide-alcool ou 

d’un acide –phénol. 

Microangiopathie : désigne une atteinte des petits vaisseaux sanguins. Elle peut affecter 

plusieurs parties du corps, en particulier l'œil (rétinopathie diabétique) ou le rein 

(néphropathie).   
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