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Incidence du mode cultural sur I'activité antibactérienne des huiles

essentielles du romarin

Résumé

Dans le cadre de la recherche sur les procédés de lutte biologique basées sur
L’'essai de [Iutilisation de substances végétales connues comme agents
antimicrobiens,Antiparasitaires et insecticides et dans le cadre de la valorisation de la
flore algérienne,nous nous sommes intéressés a deux especes spontanées
Rosmarinus officinalis L.,Rosmarinus tournefortii L. Cette étude a visé I'évaluation du
pouvoir bactéricide de I'huile essentielle du Romarin issues de différentes conduites
d’apport stimulateurs par application foliaire (application du vermicompost liquide,
application du vermicompost solide, application d’'une solution saline et application de
'eau de ville), vis-a-vis trois souches de bactéries Escherichia coli , staphylococcus
aureus et pseudomonas aerogenosa .Les huiles essentielles sont obtenues par
extraction par hydrodistillation .Les résultats de I'extraction révélent, que le rendement
de Rosmarinus officinalis L est plus intéressant que celui de Rosmarinus tourneforteii
L. Cependant, les mémes résultats font apparaitre que le rendement en huile essentielle
augment sous l'effet stimulateurs pour les deux espéces du Romarin, les résultats des
activités antibactériennes procédés par la méthode de diffusion a dénoncé que l'activité
des huiles essentielles était liée a I'effet stimulateur.

Néanmoins Les bactéries E coli et staphylococcus aureus étaient plus sensible par
rapport au pseudomonas aerogenosa (résistante)
Mots clés : activité antibactérienne, huiles essentielles, mode cultural, Rosmarinus

officinalis L., Rosmarinus tournefortii L., Stimulateurs.



Impact of the cultivation method on the antibacterial activity of
rosemary essential oils

Abstract

As part of research on biological control processes based onTesting the use
of plant substances known to be antimicrobial agents, Antiparasitics and insecticides
and as part of the enhancement of the Algerian flora, we were interested in two
spontaneous species Rosmarinus officinalis L., Rosmarinus tournfortii L. This study
aimed to evaluate the bactericidal power of the essential oil of Rosemary from different
stimulator supply lines by foliar application (application of liquid vermicompost,
application of solid vermicompost, application of a saline solution and application of tap
water), vis-a-vis three strains of bacteria Escherichia coli, staphylococcus aureus and
pseudomonas aerogenosa. The essential oils are obtained by extraction by
hydrodistillation. The results of the extraction reveal that the yield of Rosmarinus
officinalis L is more interesting than that of Rosmarinus tournforteii. However, the same
results show that the yield of essential oil increases under the stimulatory effect for the
two species of rosemary, the results of the antibacterial activities carried out by the
diffusion method denounced that the activity of essential oils was linked to the
stimulating effect. However, E coli and staphylococcus aureus bacteria were more

sensitive compared to pseudomonas aerogenosa (resistant)

Key words: antibacterial activity, essential oils, cultivation mode, Rosmarinus officinalis

L., Rosmarinus tournfortii L., Stimulators
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Introduction général

INTRODUCTION GENERALE

Une des originalités majeures des végétaux réside dans leur capacité a produire
des substances naturelles trés diversifiées. En effet, & c6té des métabolites primaires
classiques (glucides, protides, lipides, acides nucléiques), ils accumulent fréquemment
des métabolites dits « secondaires » dont la fonction physiologique n’est pas toujours
évidente mais qui représentent une source importante de molécules utilisables par
’'homme dans des domaines aussi différents que la pharmacologie ou I'agroalimentaire

(Boussoussaa ,2016).

Parmi les plantes aromatiques et médicinales utilisées dans la médecine
moderne le Romarin ( Rosmarinus officinalis, Rosmarinus tourni fortei ), le Romarin a
fait I'objet de récentes recherches dans les domaines pharmaceutiques il possede
d'excellentes propriétés anti-oxydants et antibactériennes, le romarin comme toutes les
plantes aromatiques et médicinales, contient des composés chimigues ayant des
propriétés antibactériennes, l'utilisation de ces molécules a base de plantes peut
présenter de nombreuses avantages par rapport aux produits de syntheses actuels (
jones, 1998)

Les bactéries sont responsables de plusieurs maladies infectieuses, leur
résistance aux antibiotiques et aux produits de synthéses actuels est de plus en plus
prononcée. Pour arréter ce process de synthése - résistance, il est nécessaire de
chercher une autre approche alternative afin de diminuer ou d'éliminer les affections
sans l'utilisation des produits synthétiques donc il est évident de trouver des solutions
par l'utilisation des molécules bioactives qui sont a base de plante ( vanden berghe et
vlietinck , 1991) .

Dans cet ordre de réflexion, nous avons orienté nos travaux de recherche vers
I'exploitation des ressources végétales locales. Malgré I'existence d’'une bibliographie
relativement riche sur le genre Rosmarinus, peu de données ont été proclamées sur
ces especes préconisées dans cette étude et sur leurs origines géographiques. Or, la
valorisation de ces especes passe principalement par leur évaluation biochimique et
biotechnologique a travers I'extraction, I'analyse et I'identification de leurs constituants
composés biactifs. Suite a des bio-prospections nous nous sommes intéressés aux

'huiles essentielles.



Chapitre 1 .
Apercus
bibliographiques
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CHAPITRE 1 : APERCUS BIBLIOGRAPHIQUES

1. Investigation des caractéristiques des plantes modéles

1 .1. Présentation des caractéristiques de Rosmarinus officinalis et

de Rosmarinus tourneforteii

1.1.1.Famille botanique d’appartenance

La famille des Lamiacées comprend environ 3000 espéces dont l'aire de
répartition est extrémement étendue, mais avec une prépondérance dans les régions
méditerranéennes (Spichiger et al., 2002). Ce sont le plus souvent des plantes
herbacées, des arbustes et rarement des arbres ou des lianes, producteurs d’huiles
essentielles, largement répandues autour du monde et dans tout type de milieux (Harley
et al ., 2004). L’ordre des Lamiales regroupe 260 genres et entre 6500- 7000 especes.
Cosmopolites mais concentrées dans la région méditerranéenne, elles sont

généralement des plantes des milieux ouverts. (Dupont et Guigrand, 2007).

La famille des lamiacées est une famille des plantes herbacées a buissonnantes
a tiges quadrangulaires, a feuilles simples, opposées décussées et stipulées, souvent
velues et a poils sécréteurs, aromatiques. L’adaptation xérophile est fréquente.
L’inflorescence est cymeuse ou racémeuse, parfois en faux verticilles. (Small et Grace
,2001).

Taxonomie et systématique des espéeces

Le nom provient du latin (Rosmaris) qui signifie rosée de la mer, sa classification

est la suivante (Goetz et Ghedira, 2007)

Régne Plantae
Sous-regne Tracheobionta
Embranchement Magnoliophyta

Sous-embranchement  Magnoliophytina

Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae
Ordre Lamiales
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Famille Lamiaceae

Genre Rosmarinus

1.1.2. Aire de répartition en Algérie et dans le monde

Rosmarinus officinalis est une plante commune a ['état sauvage, c'est sans
doute l'une des plantes les plus populaire, car elle se rencontre dans les jardins et les
parcs en bordures odorantes (Quezel et Santa ,1963). Elle est spontanée de tout le
bassin méditerranéen et plus particulierement du littoral qui demande un sol calcaire,
de faible altitude, ensoleillé et modérément sec. De par ces exigences elle est indigene
des pays méditerranéens tels que, Italie, Espagne, Tunisie, Maroc, Algérie, Ex-
Yougoslavie, Albanie, Egypte, Palestine, Grece, Chypre et jusqu'en Asie mineure, au
Portugal, au nord-ouest de I'Espagne (Davis ,1982 : Tutin et al. 1972 : Greuter et
al .,1986). En France, elle est abondante dans les garrigues du Midi (Provence,
Languedoc, Pyrenees Orientals, Corse). Rosmarinus tourneforteii est présente dans
toute I'Algérie sauf dans les Hauts plateaux algérois et oranais, Oranais et Algérois est
rare ( Adil et Yousfi ,2001).

1.1.3. Description botanique

Rosmarinus officinalis L : Inflorescences et calice a pilosité pruineuse tres
courte constituée par des poils étroitement appligués. Inflorescences en épis tres courts,
a bractées squamiformes de 1-2 mm, rapidement caduques (incl. Rosmarinus laxiflorus
(de Noé).( Quezel et Santa ,1963) Rosmarinus tournefortii de Noé : Inflorescences et
calice a pilosité double, l'une courte, l'autre constituée par de longs poils dressés
glanduleux au sommet. Inflorescences plus longues, a bractées amples cordiformes
longues de 3-4 mm (incl. R. officinalis L. var. lavandulaceus Batt. Non de Noé). (Quezel
et Santa ,1963).

1.1.4. Composition en métabolites secondaires

Le romarin est riche en principes actifs. Il contient des flavonoides, des acides
phénols, notamment I'acide rosmarinique (2 & 3 %) (Bérenge et al ., 2000). Les feuilles

de romarin contiennent de la résine, de tanin, une substance ameére et environ 1.50 %
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d’une essence spéciale a odeur aromatique, saveur chaude et camphrée, de cinéole et
de camphre ordinaire. Perrot a découvert la présence de poils sécréteurs de deux sortes
dans le limbe de la feuille de Romarin. Les sécrétions sont les produits du métabolisme
végétal qui comprennent les huiles essentielles, les gommes et les mucilages, les
tanins, les alcaloides, les nectars, etc. D’autre part, Spiro et Chen rapportent que I'huile
essentielle de Romarin est contenue dans des glandes épidermiques appelées
trichomes, divisées essentiellement en deux types principaux (peltaste et capitate
glands). Le premier type serait le site de stockage le plus important de I'huile essentielle
de romarin. |l faut rappeler que la libération de I'huile n’est possible que si un facteur
externe intervient (Zermane,2010).

Les principaux constituants de I'huile essentielle de Romarin sont :

o Huile essentielle : 1,8 cinéole, d-pinene, camphre
o Acides phénols : acides caféique, rosmarinique et chlorogénique
o Diterpenes phénoliques : acide carnosolique etcarnosol

o Tanins

(@]

Triterpénes et stéroides : acides oléanoliques etursoliques

(@)

Flavonoides glucosides de flavones simples (Brunton.,1999)

1.1.5. Utilisation et intéréts du genre Rosmarinus

Depuis longtemps, le romarin est utilisé a des fins trés diverses.
e Usage interne

Le romarin est connu pour ces multiples propriétés. En raison de sa teneur en huile
essentielle, la drogue est utilisée comme carminatif et stomachique dans les troubles
digestifs, les ballonnements, les flatulences, mais aussi pour stimuler I'appétit et les
sécrétions gastriques. Son usage comme cholagogue et cholérétique, rare en
Allemagne, plus répandu en France, est surtout di aux principes amers. Le romarin
présente aussi, des propriétés emmeénagogues dues a I'lhyperémie qu’il détermine dans
les organes du bassin. Ses propriétés emménagogues, sont mises a profit dans le
traitement de 'aménorrhée, oligoménorrhée, dysménorrhée (Garnier et al .,1961). La
drogue est également employée en traitement complémentaire dans les troubles
circulatoires. Et I'acide rosmarinique développe une activité antiinflammatoire in vivo

chez le rat (Anton et Wichil,1999). C’est de plus un bactéricide, son extrait aqueux tue
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les colibacilles (Diaz et al .,1988). L’infusion de feuilles de romarin, calme les nerfs,
surtout au moment de la ménopause (volak et Stodola ,1983). Il est donc I'ami des

femmes et il combat aussi les infections de la peau (Messegur ,1983).

e Usage externe:

Le romarin entrait dans la composition du « vinaigre des 4 voleurs ». |l entre dans
la composition du vin aromatique, des baumes tranquilles, de I'eau de dardel (stimulant),

du baume nervin (stimulant, antirhumatismal) (Valnet, 1984).

L’huile essentielle et certaines préparations a base de romarin entrent dans la
composition d’huile et de pommades comme liniment analgésique contre les
rhumatismes et comme additif de bain pour une stimulation sanguine locale et leur effet
vasodilatateur (Anton et Wichtl ,1999). Elle est aussi utilisée en cas de nez bouché, de

rhume et de bains de I'oppression, I'insomnie, la nervosité et les troubles intestinaux.
e En médecine traditionnelle :

La drogue est utilisée en compresse pour éviter les retards et cicatrisation et
'eczéma, et d’'une fagon plus générale, comme insecticide (Anton et Wichtl, 1999).Elle
utilise largement les vertus du romarin que ce soit en usage externe (antiseptique,

cicatrisant) ou interne (tonique, cholérique et cholagogue) (Bezanger et al .,1990) .
e En alimentation

L’utilisation du romarin en tant qu’aromate se fait sous plusieurs formes et
plusieurs conditionnements : En sec, les feuilles sont utilisées pour accompagner viande
et poissons grillés ; les bouquets garnis aromatisent les sauces tomates ou les ragoQts
(avec thym et laurier sauce)( I.T.E.I.P.M.A.l, 1991). En frais, le romarin entre dans la
composition des vinaigres. Sa forte teneur en bornéol lui confére de puissantes
propriétés antiseptiques qui fondent de lui un bactéricide de choix en conserverie
(LT.E.LP.M.A.l ,1991).La plante est tres utilisée en agroalimentaire comme
conservateur et antioxydant, pour la conservation de la viande et des graisses( Perrot
et Paris, 1971). L'huile essentielle de romarin se trouve avoir plusieurs activités,

antimicrobiennes (Farg et al. ,1986 :Romero et al .,1989 ).

e En parfumerie:
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L’utilisation du romarin en parfumerie est trés ancienne. On connait en
particulier 'eau de la Reine de Hongrie, alcoolat fréquemment utilisé au XVII -eme siécle
et qui pourrait avoir été concu des le XIV -eme siecle, dont le romarin était un des
principaux composants. L’eau florale de romarin est trées souvent utilisée en cosmétique
pour son pouvoir purifiant. Elle est excellente pour les peaux grasses ou acnéiques,
grace a ses vertus régulatrices et ré équilibrantes, elle purifie et assainit la peau. On
I'introduit dans les shampoings pour éliminer les pellicules, dans lotions capillaires elle
permet d’encourager la croissance du cheveu en améliorant la circulation du sang du
cuir cheveu. Elle est donc tout particulierement utilisée en usage externe dans les
lotions capillaires pour ses effets stimulants sur les follicules des cheveux et éviter les
calvities précoces ( Kaufman et al .,1999). Le romarin entre dans la composition de
parfums surtout masculins, hespéridés aromatiques (eaux de Cologne), boisés et
fougeres aromatiques, ainsi que dans la formulation des pommades dermiques
(Calabrese et al . ,2000) étudierent la faculté des extraits de romarin a protégé la peau
des Iésions cutanées induites par les radicaux libres. lls sont montrés la validité réelle
de la biotechnologie des antioxydants naturels dans la gestion de I'antivieillissement de
la peau (Eberhard et al. ,2005).

2.Nature et distribution des huiles essentielles

Les huiles essentielles ou essences végétales sont des produits huileux,
volatils, odorants et incolores ou Iégérement teintés, obtenus par distillation a la vapeur
d’eau, par expression, par incision ou par enfleurage du matériel végétal (Budavari et
al., 1996). Ces essences végétales sont largement distribuées dans le regne végétal et
n’existent que chez les végétaux supérieurs. En effet, elles se trouvent en quantité
appréciable chez environ 2000 especes réparties en 60 familles botaniques comme par
exemple chez les Lamiacées (lavande, basilic, menthe...), les Myrtacées (eucalyptus...),
les Lauracées (cannelle et sassafras), et les Apiacées (coriandre, cumin, fenouil, persil,
...) (Richter ,1993). Les huiles essentielles se trouvent dans tous les organes de la plante
: racines, fruits, graines, fleurs, feuilles, écorces, bois, etc... Elles se forment dans des
cellules spécialisées, le plus souvent, regroupées en canaux ou en poches sécréteurs
et elles sont ensuite transportées dans les différentes parties de la plante, lors de la
croissance de cette derniére (Bernard ,1988). Elles se différencient des huiles grasses,

par leurs propriétés physiques et leur composition, du fait qu'elles se volatilisent a la

6
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chaleur et que leurs taches sur le papier sont passageres (Sallé, 1991) Elles se
caractérisent par leurs propriétés organoleptiques (odeur, couleur, godt). A la
température ambiante, elles sont généralement liquides de densité souvent inférieure a
celle de I'eau. Elles sont incolores ou jaune pale, sauf quelques exceptions comme les

H. Es de la cannelle (orange), de I'absinthe (vert) ou de la camomille (bleu).

3.Classification et voies de synthese des huiles essentielles

Les constituants des huiles essentielles peuvent étre répartis en deux classes
en fonction de leur voie de biosynthése : les terpénoides et les phénylpropanoides
(Buchanan et al., 2000). La classe des terpénoides est la plus variée au niveau
structural. Les terpénoides, dont 25 000 sont connus comme meétabolites secondaires,
dérivent du précurseur isoprénique a cinq carbones, l'isopenténylpyrophosphate. Les
plus petits terpénoides sont les hémiterpénoides (C5), qui sont formés d’'une seule unité
isoprénique. Les autres molécules, appartenant a cette classe, résultent de la
condensation de plusieurs isoprenes. Ainsi, les monoterpénoides (C10) sont constitués
de deux unités isopreniques alors que les sesqui-terpénoides (C15) sont formés par
I'association de trois isoprénes. Les monos et les sesquiterpénoides sont les plus
représentés dans les huiles essentielles. Les phénylpropanoides, ou composés
phénoliques, sont biosynthétisés a partir des acides aminés aromatiques que sont la
phénylalanine et la tyrosine. lls sont généralement caractérisés par la présence d’'un

groupement hydroxyle fixé a un cycle phényle.

3.1.1. Variabilité phytochimique

Les compositions chimigues de nombreuses huiles essentielles ont été décrites.
Elles varient en fonction de différents facteurs, incluant le stade de développement des
plantes, les organes prélevés, la période et la zone géographique de récolte (Delaquis
et al., 2002 ; Gonny et al., 2004) . Au sein d’'une méme espece la composition chimique
de l'huile essentielle peut étre différente : on parle alors de races chimiques ou de
chémotypes. Il s’agit d’'un polymorphisme chimique : une espece peut étre homogéne
au niveau de son caryotype et produire des huiles essentielles de compositions
différentes. Le cas de Chromoleana odorata qui présente divers chemotypes (Bedi et
al., 2001).
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3.1.2. Propriétés physico-chimiques

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

forment un groupe trés homogene (Bruneton, 1993). Les principales caractéristiques

sont :

Y V VYV V

Liguides a température ambiante.

Volatiles et tres rarement colorée

Une densité faible pour les huiles essentielles a forte teneur en terpénes

Un indice de réfraction variant essentiellement avec la teneur en terpénes et en
dérivés oxygénés. Une forte teneur en mon terpénes donnera un indice élevé,
cependant une teneur élevée en dérivés oxygénés produira l'effet inverse.
Solubles dans les alcools a titre alcoométrique élevé et dans la plupart des
solvants Organiques mais peu solubles dans I'eau.

Douées d’'un pouvoir rotatoire puisqu’elles sont formées principalement de
composés Asymeétriques.

Tres altérables, sensibles a I'oxydation et ont tendance a se polymériser donnant
lieu a la formation de produits résineux, il convient alors de les conserver a I'abri

de la lumiére et de 'lhumidité (Zabeirou et Hachimou ,2005).
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3.1.3. Méthodes d’extraction

3.1.3.1. Extraction par entrainement a la vapeur d’eau :

L'entrainement a la vapeur d'eau est I'un des procédés d'extraction les plus anciens
et 'une des méthodes officielles pour I'obtention des HE. Dans ce systéme
d’extraction, le matériel végétal est soumis a I'action d’un flux de vapeur descendant
ou ascendant sans maceération préalable. Le plus souvent, de la vapeur d’eau est
injectée au bas d’'une charge végétale. Les vapeurs chargées en composés volatils
sont condensées avant d’étre décantées et récupérées dans un essencier (vase de
décantation pour les huiles essentielles (Peyron.,1992). Les principales variantes de
I'extraction par I'entrainement a la vapeur d'eau sont I'hydrodistillation, la distillation &
vapeur saturée et I'hydrodiffusion.

Vapeur d'eau chargée Eau chaude
d'huile essentielle

Huile essentielle
Plantes aromatiques

Vapeur d'eau

Eau froide

Eau
Eau florale

Eau florale +
Chaleur e huile essentielle

AVAVAVAVAVAL

Essencier

Figure 01 : Méthodes d'extraction par I’entrainement a la vapeur d'eau

(Elaerts,2014)

3.1.3.2. Extraction par hydro distillation

Le principe de I'hydro-distillation est celui de la distillation des mélanges binaires
non miscibles. Elle consiste a immerger la biomasse végétale dans un alambic rempli
d'eau, que I'on porte ensuite a I'ébullition. La vapeur d'eau et I'essence libérée par le
matériel végétal forment un mélange non miscible. Les composants d'un tel mélange se
comportent comme si chacun était tout seul a la température du mélange, c'est a dire

que la pression partielle de la vapeur d'un composant est égale a la pression de vapeur
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du corps pur. Cette méthode est simple dans son principe et ne nécessite pas un

appareillage colteux (Chemat, 2009)

3.1.4. Méthodes d’analyses (Chromatographie en phase

gazeuse/spectrométrie de masse « CPG/SM »)

Chromatographie en phase gazeuse est une méthode de référence a I'analyse
des huiles essentielles ; elle permet 'analyse de mélanges, qui peuvent étre trés
complexes, de nature volatil tres variées (Chikhi, 2014). Elle consiste a injecter le
mélange complexe diluée dans un solvant (non retenu par la phase stationnaire) dans
une colonne (Heni ., 2016) . Les temps de rétention peuvent donner une information sur
la nature des molécules et les aires des pics fournissent une quantification (Labiod.,
2016). L’étude de la composition chimique est généralement effectuée par
chromatographie en phase gazeuse (CPG). C’est la technique la plus utilisée, car elle
permet de réaliser une analyse compléte de plus d’une centaine de molécules
chimiques que contient I'huile. Le spectrometre de masse (SM), que I'on associe
souvent a la chromatographie (CPG-SM), permet lui d’obtenir la composition précise de
I'huile essentielle (Bouhaddouda, 2016)

4.Reponse des plantes au concept stress « facteurs biotiques et

abiotiques » par requéte au huiles essentielle

Les plantes ont élaboré des stratégies de défense envers les bioagresseurs leur
permettant de résister a la plupart des agressions parasitaires. Bien que des barrieres
constitutives confere a la plante une résistance générale hautement efficace, I'induction
de défenses plus adaptées a 'infection est nécessaire. Si les réponses sont tardives ou
peu intenses, la plante sera sensible au parasite ; I'interaction est dite compatible. Si La
défense active est rapidement induite avec une forte intensité, I'extension de la maladie
est bloquée et la plante résiste. Si la résistance résulte de I'activation de génes de
résistance (R), l'interaction est dite incompatible et son phénotype est, dans la plupart

des cas une réaction d’hypersensibilité (RH) (Duhoux et Nicole, 2004).
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Les conditions environnementales comme la température, la lumiére, le déficit
hydrique ou encore I'ozone peuvent influencer la production des terpénes volatils (Bertin
et Staudt, 1996). Chez le mais, les émissions de composés organiques volatils suite a
I'attaque par un herbivore sont modifiées par la température, la lumiére, 'humidité du
sol, 'hnumidité de l'air et le degré de fertilisation (Gouinguené et Turlings 2002). Les
auteurs ont mis en évidence une tres forte action de la lumiére puisqu’aucune émission
n‘est détectée sans lumiére. De plus, la quantité totale d’émission de composés
organiques volatils est inversement proportionnelle a 'augmentation de '’humidité du
sol. Pourtant, tous les composés du bouquet ne réagissent pas de la méme facon. Les
quantités de linalol (monoterpéne), B-caryophyllene (sesquiterpéne) et (E)-a-
bergamoténe (sesquiterpéne) augmentent avec '’humidité tandis que le géranyl acétate
(monoterpéne) et (E)-B-farnéséne (sesquiterpene) sont peu abondants quand '’humidité
du sol est forte. Devant le grand nombre d’études montrant les effets des stress
abiotiques sur la production et I'émission de terpénes volatils (Bertin and Staudt
1996;Lavoir et al., 2009), leur réle dans la tolérance au stress a été proposé. Les
terpenes volatils seraient impliqués dans la thermotolérance (Singsaas et al., 1997;
Velikova et al., 2011), la tolérance a 'ozone et la tolérance au stress oxydant (Affek et
Yakir , 2002).

5.Implication des huiles essentielles comme molécules de défense

chez les plantes

Pour certains auteurs, les huiles essentielles constitueraient « les déchets » du
métabolisme cellulaire de la plante (Salle, 1991). Pour d’autres, elles serviraient a attirer
les insectes pour permettre la fécondation ou alors a les éloigner de la plante. L’attrait
des insectes pour les plantes a fleurs en vue de la pollinisation est également crédité
aux huiles essentielles que ces plantes contiennent. Les huiles essentielles
constitueraient enfin un moyen de défense de la plante vis-a-vis des prédateurs tels que
les microorganismes (bactéries et champignons) et les herbivores (Bruneton, 1999).
Dans la nature, les huiles essentielles jouent un réle important dans la protection des
plantes en tant que substances antibactérienne, antiviral, antifongique, insecticide et

aussi contre les herbivores en réduisant leur appétit pour une telle plante. Elles peuvent

11



Chapitre 1 Partie bibliographique

attirer aussi des insectes en favorisant la dispersion de pollens et graines, ou au

contraire repousser d’autres indésirables (Bakkali et 1a,2008).
6.Pouvoir antimicrobien des huiles essentielles

Les huiles essentielles ont un spectre d’action tres large puisqu’elles inhibent
aussi bien la croissance des bactéries que celle des moisissures et des levures. Leur
activité antimicrobienne est principalement fonction de leur composition chimique, et en
particulier de la nature de leurs composés volatils majeurs (Sipailiene et al ., 2006). Elles
agissent en empéchant la multiplication des bactéries, leur sporulation et la synthése
de leurs toxines. Pour les levures, elles agissent sur la biomasse et la production des
pseudo-mycéliums alors qu’elles inhibent la germination des spores, I'’élongation du

mycélium, la sporulation et la production de toxines chez les moisissures.

7.Expression des molécules bioactives en cas de bio agression par

des agents pathogenes microbiens

7. 1. Interaction plante héte / agents pathogénes

Le fonctionnement des compartiments végétal et microbien étant fortement li€,
alors I'étude des plantes implique celle des microorganismes. Ainsi, les services
imputés a chaque partenaire résultent souvent de l'interaction entre les deux. En effet,
les services écosystémiques fournis par les plantes sont indirectement dus aux
microorganismes car ils interviennent dans I'établissement méme des communautés
végetales et régulent la productivité, la composition et la diversité des communautés
végétales ainsi que leur qualité nutritionnelle. La diversité microbienne est donc
importante (Gamfeldt et al., 2008) de méme que la diversité végétale (Finlay et
al . ,1997).

7.1.1. Larésistance passive

La présence de substances plus ou moins toxiques, huiles essentielles,
alcaloides, etc., doit étre également comptée parmi les moyens de défense de la plante
contre les microorganismes. Les composés phénoliques, en particulier, paraissent jouer
souvent un rble assez efficace, d'aprés Dufrenoy, qui fait remarquer que les variétés

colorées en rouge par l'anthocyane se montrent souvent résistantes aux parasites
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capables d'infester (des plantes de méme espéce dépourvues de ce pigment). Les
travaux D'angeix, Walker et Link ont montré que cette résistance est due a la présence,
dans les écailles extérieures, de deux composés phénoliques incolores, l'acide
protocatéchique et le catéchol, qui sont associés avec les composés colorés et qui, en
solution dans l'eau, empéchent la germination des spores du Champignon en entravant
la croissance du mycélium. Mais si I'on enleve les écailles extérieures, le parasite
pénetre aussi facilement que dans les variétés a pelure blanche. Il en est donc de ce
mode de défense comme des obstacles mécaniques, il ne peut assurer une immunité
absolue (Pierre, 1946).

7.1.2. Larésistance active

Les étapes chronologiques impliquées dans l'initiation des différentes réactions
de défense élaborées par les plantes suite a une attaque par un agent pathogene ont
fait I'objet d'études approfondies (Yoshikawa ét al., 1993). Ainsi, il a été clairement
démontré que les événements les plus précoces, intervenant dans les minutes suivant
le contact avec l'agent pathogeéne, incluaient une dépolarisation membranaire, une
production intense de formes actives de I'oxygéne, un phénomene dénommé « burst
oxydatif » ou stress oxydatif, et une augmentation du taux de Ca2+ intracellulaire liée a
une fuite d'électrolytes (Bolwell et Wojtaszek ,1997). Les études portant sur la nature
du stimulus d'élicitation menant a de tels changements de l'intégrité membranaire ont
conduit a l'identification et a la caractérisation de plusieurs molécules élicitrices, ainsi
gu'a la mise en évidence de sites trés spécifiques de liaison, les récepteurs
membranaires (Cote et Hahn, 1994). Cependant, en dépit des nombreux efforts fournis
pour isoler et purifier ces récepteurs, leur caractérisation moléculaire demeure encore

fragmentaire.

7.2. Les plantes, leurs activités et leurs composeés antimicrobiens

Un grand nombre de plantes, aromatiques, des plantes épices et autres,
possédent des propriétés antimicrobiennes trés importantes qui trouvent des
applications dans divers domaines a savoir en médecine, pharmacie, cosmétologie et

I'agriculture (Bahorun, 1997).
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Les recherches actuelles sur les molécules antimicrobiennes d’origine naturelle
se concentrent principalement sur les plantes, car ils peuvent étre achetés plus
facilement et seront sélectionnés sur la base de leur utilisation en médecine
traditionnelle (Yano et al., 2006). Le mécanisme d’action de ces composés passe par la
désorganisation de la membrane plasmique, la formation des complexes avec la paroi,

I'inhibition des enzymes, l'interaction avec 'ADN (Tableau 1) (Cowan, 1999)

Tableau 1 : Classe majeure de composés antimicrobiens des plantes et

mécanisme d’action (Cowan, 1999).

Classes Sous classe Exemples Mécanisme d’action

Phénols Phénols simples Catéchol Privation en substrat

Acides phénoliques | Acide cinnamique | Perturbation de Ia
Quinones membrane
Hypéricine Liaison aux adhésines,

complexe avec la paroi

Flavonoides cellulaire, inactive les
Flavones enzymes
Chrysine Liaison aux adhésines,

Complexe avec la paroi
Flavonols Abyssinone cellulaire Inactive les
Tannins enzymes Inhibe la

transcriptase reverse

du HIV
Totarol Liaison aux protéines
Ellagitanine Liaison aux adhésines
Coumarines Inhibition des enzymes

Privation en substrat

Complexe avec la paroi

Terpenoides, huiles cellulaire  Perturbation
essentielles de la membrane

Warfarine Complexe aux ions de
Alcaloides métaux
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Capsaicine Interaction avec 'ADN
eucaryote (activité
antivirale)
Berberine Pipérine | Perturbation de la
membrane
Lectines et Agglutinine Intercale avec la paroi
polypeptides spécifique du | et/ou 'ADN

mannose Fabatine

Bloque la fusion ou

I'adsorption virale
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8. Nutrition organique des plantes aromatiques par le vermicompost

Il existe une forte relation entre la teneur en matiére organique du sol et la
fertilité du sol (Melero et al., 2007). A I'heure actuelle, I'utilisation d'engrais organiques
et de biofertilisants, tels que le vermicompost, a entrainé une diminution de I'application
d'engrais chimiques et fournit des produits de haute qualité sans produits agrochimiques
nocifs pour la sécurité humaine (Mahfouz et Sharaf Eldin, 2007) De plus, le
vermicompost peuvent avoir un effet positif sur 'amélioration des propriétés chimiques
du sol en libérant progressivement des nutriments et ils améliorent également I'état

physique du sol (Darzi et al, 2009).

8 .1. Effet de la nutrition organique sur le rendement des huiles

essentielles

Le vermicompost est enrichi de plusieurs microbes du sol bénéfiques et contient
également de nombreux nutriments comme N, P et K (Sinha et al., 2010). Certaines
études ont rapporté que le vermicompost peut augmenter la quantité et la qualité de
I'huile essentielle dans quelques plantes médicinales comme le basilic (Singh et
Ramesh, 2002), la coriandre (Singh et al ., 2009), le fenouil (Darzi et al., 2009; Moradi
et al., 2011), la camomille (Haj Seyedhadi et al., 2011), le cumin (Saeid Nejad, 2011).

8.2. Effet de la nutrition organique sur la composition des huiles

essentielles

Certaines études ont montré que les lixiviats de vermicompost ou les extraits
d'eau de vermicompost utilisés comme additifs de substrat ou pulvérisations peuvent
stimuler la floraison tardive, augmenter la biomasse et le nombre de fleurs (Arancon et
al.,2008) En outre, l'application de différents niveaux de vermicompost dans Ocimum
basilicum L. a augmenté le rendement de la biomasse et a également amélioré la qualité
et le rendement en huile essentielle (Anwar et al., 2005). L'effet de I'amélioration de la
vermicompost sur la teneur et la composition des huiles essentielles a été signalé dans

Ocimum basilicum et Rosmarinus officinalis (Esmaiel et al., 2017).
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CHAPITRE 2 : MATERIEL ET METHODES

1. Objectif du travail

Notre étude a pour objectif d’étudier les potentialités antibactériennes des huiles
essentielles de deux especes de romarin Rosmarinus officinalis L. et Rosmarinus
tourneforteii, issues de différentes conduites d’apport stimulateurs par application
foliaire (application du vermicompost liquide, application du vermicompost solide,
application d’'une solution saline avec 25 Mm de concentration et application de I'eau de

ville).

2. Situation géographique de la région d’étude

Les régions d’étude (Tipaza et Alger) font partie de la plaine de la Mitidja. C’est
la plus vaste plaine sublittoral de I'Algérie, elle s’étend sur une longueur de 100Km, et
une largeur de 5 a 20 km, sa superficie est de 140 000hectares.Elle est limitée au nord
par la ride de sahel, qui l'isole de la mer méditerranéenne, au nord-ouest par djbel
Chenoua, et la retombe de la chaine de ben Mraade, avec le djbel Zaccor formant ainsi
la plaine. Au sud par 'atlas mitidjien, constitué de chainons de Zaccor (800m), et I'atlas
blidienne proprement dit avec 160m au pic de Mouzaya et 1692m au djbel de
Guerroumen. A l'est ce sont les hauteurs et les collines de basses Kabylie qui forment
la plaine. La plaine ne s’ouvre directement sur la mer que sur quelques kilométres
séparent I'oued Reghaia et I'oued Boudouaou, elle constitue une vaste caréne

dissymétrique sur fond incliné, Dajoz (1971), (Fig., 2).
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Figure 2 : Localisation géographique de la plaine de la Mitidja
(Google -Earth)

3. Caractéristiques climatiques

Le diagramme ombrothermique de BAGNOULS et GAUSSEN et le climagramme
pluviométrique d'EMBERGER dégagent certaines caractéristiques de climat de la
région d’étude. Le diagramme Ombrothermique établie pour la période (1995 a 2013)
se caractérise par deux périodes fondamentales : 'une humide de sept mois s’étalant
de janvier a avril puis d’octobre a décembre, l'autre séche d’un intervalle de cing mois
de mai a septembre. Sur le plan thermique, Les mois les plus froids sont janvier et février
avec des températures moyennes minimales respectives de 4,49 °C et 4,48 °C, et une
température moyenne maximale de 20,31 °C et 22,56 ° C, tandis que les mois les plus
chauds sont juillet et aolt avec des températures moyennes maximales respectives de
37,2°C et 37,00°C et de 20,54°C suivie de 22.01°C comme température moyenne
minimales. En Mitidja, les précipitations sont caractérisées par une grande variabilité en
fonction des années, et aussi en fonction des mois de la méme année. Dans un
intervalle de plus de 380 mm et moins de 787,88 mm et ont lieu durant I'hiver et le

printemps, le mois le plus humide est décembre et le plus sec est juillet (Aroun, 2015).
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4. Présentation des sites d’étude

4 .1. Site d’étude de jardin d’essai du Hamma

La conduite des différents régimes de nutrition organique et la cueillette du
matériel végétal (  Rosmarinus officinalis) a été réalisée au niveau du carré botanique
de jardin d’essai, situé dans le quartier du Hamma a Alger ,est un jardin luxuriant ,qui
s’étend en amphithéatre ,au pied du musée national des Beaux -Arts ,de la rue
Mohamed —Belouizdad a la rue Hassiba —Beb —Bouali sur une superficie de 32

hectares .

Soogle Earth

Figure 3 : Image satellite du carré botanique de jardin d’essai
(Google -Earth)
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4 .2. Site d’étude Mausolée royal de Maurétanie

La conduite des différents régimes de nutrition organique et la cueillette du
matériel végétal (  Rosmarinus tourneforteii) a été réalisée au niveau de Mausolée

royal de Maurétanie situé sur I'actuelle commune de Sidi Rachad a une soixantaine de
kilométre a I'ouest d’Alger.

B\

Mausoleeroy,

Figure 4 : Image satellite de zone d’étude au niveau de Mausolée royal
Mauritanie
(Google -Earth)

5. Matériel d’étude
5.1. Matériel végétale

Les échantillons ont été récoltés au niveau des allées du jardin d’essai du
Hamma (Alger) et au niveau de Mausolée royal Mauritanie (Tipaza), ils ont été séchés

a l'air libre et a 'ombre pendant quelques jours, seule la partie aérienne (feuilles, fleurs
et jeunes tiges).
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Figure 5 : Peuplement des deux romarins du site d’étude A :Rosmarinus
officinalic B :Rosmarinus tourneforteii

(Originale)

5.2. Matériel bactérien

L’activité antibactérienne des huiles essentielles de Rosmarinus officinalis L. et
Rosmarinus tourneforteii étudiées a été réalisée dans le centre hospitalier universitaire
CHU lsaad Hassani de Beni messous, Bouzeriaa-Alger), les souches utilisées sont
deux de gram négatif (Escherichia. Coli.Pseudomonax aeroginosa) et une de gram

positif (Staphylococcus aureus) .
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Tableau 2 : Déterminismes des caractéristiques pathogenes des souches

bactériennes testées (Hart et al.,1997)

Souches Caracteéres
bactériennes bactériologiques Habitats Pouvoir pathogéne
testées
Staphylococcus Gram + -Les fosses -Infection hospitaliere.
aureus nasales
- La gorge -Responsables des
- Le tube abceés, des plaies, des
digestif septicémies, de
pneumonie et de
I'intoxication
alimentaire
Escherichia coli Gram - - Le tube -toxi-infection
digestif alimentaire
-Infections urinaires
-Septicémie méningite
du nourrisson, de
plaies opératoires et
gastro-entérites
Pseudomonas Gram - - Eau et sols | Infections
aeroginosa humides nosocomiales

- Surface des

végeétaux

(personnes fragilisées
ou immunodéprimées)
Infections urinaires,
oculaires et

pulmonaires
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5.3. Milieu de culture

Pour assurer la survie des bactéries et tester 'activité antimicrobienne des
huiles essentielles des plantes modeles le milieu de culture Muller-Hinton est utilisé
comme un milieu solide standardisé recommandé pour I'étude de la sensibilité des
bactéries aux agents antimicrobiens par la méthode de diffusion ou de dilution en gélose
homogénéiser la poudre contenue dans le flacon, mettre 38 g de milieu déshydraté dans
1 litre d’eau fraichement distillée. Il faut miser pour chauffer en agitant, mettre en
ébullition pendant une minute. Stériliser la gélose a l'autoclave durant 15 minutes
121,1C. Au moment de I'emploi, faire fondre le milieu au bain Marie et répartir en boite
de pétri rondes l'intégralité du flacon, I'épaisseur de la couche de gélose doit étre de 4

mm sécher les boites 30 minutes a 37 C° .

6. Méthode d’extraction et de caractérisation des huiles essentielles

6.1. Extraction de I’huile essentielle hydro- distillation

L’extraction de I'huile essentielle de la partie aérienne de Rosmarinus officinalis
et Rosmarinus tourneforteii a été réalisée par hydrodistillation de type Clevenger (Fig.
6). Il est constitué d’un chauffe ballon, un ballon de 1L, une colonne de condensation
de la vapeur (réfrigérant) et un collecteur en verre qui recoit les extraits de la distillation.
L’huile essentielle obtenue est conservée au réfrigérateur dans un flacon en verre brun
fermé hermétiquement a 4°C et a 'ombre. Le principe de cette méthode est basé sur
un entrainement des constituants volatiles de I'huile essentielle par la vapeur d’eau.
Cette derniére chargée des produits volatils est condensée dans un réfrigérant pour
donner de l'huile essentielles aprés décantation .60g des échantillons séchés de
Rosmarinus officinalis et de Rosmarinus tourneforteii. Sont mises dans un ballon,
additionné de 700 ml d’eau distillée. L’ensemble est porté a ébullition, aprés I'apparition
de la premiére goutte de distillat a la sortie du tube de condensation de la vapeur, I'huile
essentielle est alors entrainée par la vapeur d’eau. Elle est ensuite condensée en
passant par un condensateur, fixé par un support approprié en position verticale pour
faciliter1'écoulement du distillat. Le temps de cette extraction est d’environ deux heures
et demi. Le distillat obtenu est récupéré dans une ampoule a décanter. Le mélange est

laissé au repos quelques minutes, ce qui résulte I'apparition de deux phases, I'une est
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organique (huile essentielle) et I'autre est aqueuse. En fin, le distillat est recueilli dans

un tube a essai et 'huile essentielle des sommités fleuries de Rosmarinus officinalis
sera par la suite récupérée dans un flacon approprie.

Figure 6: Dispositif d’hydrodistillation type Clevenger (originale)

7. Calcul du rendement en huiles essentielles

Le rendement en huiles essentielles (RHE) est défini comme étant le rapport
entre la masse d'huile essentielle obtenue apres l'extraction (M') et la masse de la
matiére végétale utilisée (M). Le rendement est exprimé en pourcentage, il est exprimé
par la formule suivante :

RHE% = (mh / mv) x100
Avec :

RHE : Rendement en huile essentielle en %.

M' : Masse d’huile essentielle en gramme.

M : Masse de la matiére végétale séche utilisée en gramme
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8. Méthodes d’évaluation de I'activité antibactérienne des huiles

essentielles

Pour mettre en évidence I'activité antibactérienne de Rosmarinus officinalis
L.et de Rosmarinus tourneforteii. Nous avons utilisé la méthode de diffusion par

disques.

8.1. Préparation du milieu de culture

Le Muller-Hinton est stérilisé a l'autoclave pendant 20min a 120°c, ensuite
couler aseptiquement dans les boites de pétrie a 4mm d’hauteur et laisser refroidir et
se solidifier (Harrar, 2012).

8.2. Préparation des dilutions

La formulation consiste a additionner a I'huile essentielle un adjuvant afin de faciliter
sa conservation et d’homogénéiser son étalement et son absorption par le substrat.
Nous avons préparé la formulation a partir de 'HE des Romarins, comme suit : les huiles
essentielles ont été mélangées avec le DMSO. Le témoin est réalisé dans méme
condition sans HE. Un gradient de dilution a été retenu 100ul/ml, 50 pl/ml, selon le

protocole établi par Kucukbay et al. (2011)

8.3. Préparation des disques

Les disques sont préparés a partir du papier wattman de 6 mm de diametre,
ensuite elles sont mises dans un tube a essai, stérilisés a l'autoclave 20 minutes a

120°C, puis stockés a une température ambiante.

8.4. Ré-isolement des souches bactériennes

On a prélevé quelque colonie bactérienne a l'aide d’'une anse de platine puis
disposées sur le centre d’une boite de pétri préalablement coulée du milieu de culture
spécifique pour les bactéries (Muller Hinton) puis incubés a 27°c pendant 5 a 6 jours.
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8.5. Préparation des disques bactériens

Aprés incubation des disques mycéliens de 8mm de diameétre issu d’une
culture agée de 7 jours de E-Coli, Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa
ont été prélevé avec un emporte-piéce et inoculés au centre de chaque boite de pétri

précédemment coulé avec 15ml de Muller_ Hinton(1disque/boite) .

8.6. Application des disques

Les disques sont disposés sur la surface de la gélose a l'aide d'une pince
stérilisée au bec bun zen, et a l'aide d'une micropipette on imbibe chaque disque par 10

pl de dilution préconisée (Fig. 6).

Figure 7 : Disposition des disques sur la gélose (originale)

8.7. Incubation

Les boites sont fermées avec le parafilm et incubées a température ambiante
pendant 20 min, ensuite dans une étuve a 25°c pendant 7jours. Apres diffusion de 'HE
durant 1 heure les boites ont été incubées a I'obscurité a une température de 27 C°,

durant 7 jours.
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9. Expression des résultats

L’activité antibactérienne a été évaluée en mesurant le diamétre de la zone
d’inhibition, déterminée par les différentes préparations d’huiles essentielles. La
Cinétique de la croissance bactérienne correspond aux variations dans le temps, du
diamétre des bactéries avec les différentes préparations. La cinétique de croissance
bactérienne a été évaluée toutes les 24 heures en mesurant la moyenne de cinq
diamétres perpendiculaires passant par le milieu de la rondelle. Cette lecture est
toujours réalisée en comparaison avec les cultures témoins dans les mémes conditions
et en utilisant une régle. La croissance bactérienne a été évaluée a la fin de 'expérience,
a savoir au bout de 168h (7 jours) d’incubation, en mesurant la moyenne de cinq
diametres sans prendre en compte le diamétre du disque. Cette lecture est toujours
réalisée en comparaison avec les cultures témoins ayant démarré le méme jour et dans
les mémes conditions.

L’efficacité des huiles essentielles est déterminée par le calcul du pourcentage
d’inhibition (Indice d’inhibition) :

| (%) = (X-Xi) /X *100

X : Estimation de la croissance bactérienne (mm) dans un milieu sans huile essentielle (témoin)

Xi : Estimation de la croissance bactérienne (mm) dans un milieu contenant de I'huile essentielle (trait€)

10. Analyse statistique des données

Les résultats sont rapportés comme valeurs de trois répétitions (moyennes *
SE) sur la base d'un C.V. <15%. La comparaison par paire (test de Wilcoxon) a été
utilisée pour établir I'effet de l'activité antibactérienne des différentes préparations des
huiles essentielles de Rosmarinus officinalis et Rosmarinus tourneforteii issues des
différentes conduites d’apport stimulateurs, les différences ont été considérés comme

significatives a p <0,05. Les données ont été traité par le logiciel SYSTAT ver. 12.
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Chapitre 3 : Résultats et discussion

1. Estimation du rendement de I’huile essentielle du romarin sous

'effet des différents stimulateurs.

1 .1. Le rendement de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis

sous l’'effet des différents stimulateurs

e Rendement de I'huile essentielle sous I'effet du sel (Nacl) est 0 ,875%

e Rendement de l'huile essentielle sous l'effet du vermicompost solide est
0,812%

¢ Rendement de l'huile essentielle sous l'effet du vermicompost liquide est
0,762 %

e Rendement de I'huile essentielle sous l'effet de 'eau est 0 ,725%

e Rendement de I'huile essentielle du témoin est 0,712 %

1 .2. Le rendement de 'huile essentielle de Rosmarinus tourneforteii

sous l'effet des différents stimulateurs

¢ Rendement de 'huile essentielle sous I'effet du sel (Nacl) est 0,375 %

e Rendement de l'huile essentielle sous l'effet du vermicompost solide est
0,301%

¢ Rendement de I'huile essentielle sous I'effet du vermicompost liquide est
0,291 %

e Rendement de I'huile essentielle sous I'effet de I'eau est 0 ,282%

e Rendement de I'huile essentielle du témoin est 0,201 %

2. Etude comparative entre P’activité antibactérienne de I’huile

essentielle et la préparation formulée a base d’huile essentielle

Les résultats d’étude comparative entre I'activité antibactérienne de I'huile
essentielle brute et la préparation formulée a base d’huile essentielle montrent que
les pourcentages de l'indice d’inhibition de I'huile essentielle brute de Rosmarinus

tournouforteii et de Rosmarinus officinalus contre la bactérie E.coli sont supérieur a
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Résultats et discussion

celui de [l'huile essentielle formulée (HE+DMSO) fig 1 :a,b).Cependant ,nous

constatons que les deux stimulateurs vermicompost liquide et vermmicompost solide

s’avérent les plus efficaces par rapport aux sel et I'eau pour I'huile essentielle brute

de Rosmarinus officinalis(figl :b) .Les stimulateurs Nacl et 'eau sont les plus efficaces

suivi par le vermicompost liquide et le vermicopost solide de Rosmarinus tourneforteii

(figl:a)
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Figure 8 : Sensibilité d’Escherichia coli aux huiles essentielles et aux
préparations formulées a base d’huiles essentielles de Rosmarinus

VERM_Sol :vermicopost solide .VERM_LIQ :vermicompost liquide .HE :I'huille essentielle

DOSO :Diméthylesufoxyde
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Les résultats d’étude montrent que les pourcentages de l'indice d’inhibition de
I'huile essentielle brute de Rosmarinus tourneforteii et Rosmarinus officinalis contre la
bactérie Staphylococcus aureus sont supérieur a celui de I'huile essentielle formulée
sous l'effet de tous les stimulateurs (fig 2 :a,b) . Staphylococcus aureus parait tres
sensible sous l'effet stimulateur de I'huile essentielle brute et formulée de Rosmarinus
officinalis par le vermicompost solide et le vermicopost liquide (fig2: b), pour

Rosmarinus touneforteii la bactérie parait réagir differemment (fig 2 :a)
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Figure 9 : Sensibilité de Staphylococcus aureus aux huiles essentielles et aux

préparations formulées a base d’huiles essentielles de Rosmarinus

VERM_Sol :vermicopost solide .VERM_LIQ :vermicompost liquide .HE :I'huille essentielle
DOSO :Diméthylesufoxyde
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3. Etude comparative entre la sensibilité des souches bactériennes a
’huile essentielle et a la préparation formulée a base d’huile

essentielle

L’histogramme comparatif illustré dans la figure montre que les pourcentages
de l'indice d’inhibition de I'huile essentielle brute de Rosmarinus tourneforteii contre la
bactérie Escherichia coli sont plus élevés que la bactérie S. aureus sous l'effet de tous
les stimulateurs (fig 3 :a ,b).Cependant les bactéries paraissent trés sensible au I'huile
essentielle brute de Rosmarinus tourneforteii sous I'effet stimulateur par I'eau courante
et le sel (Nacl) (fig 3 :a) . Enrevanche les pourcentages de I'indice d’inhibition de 'huile
essentielle de Rosmarinus tourneforteii formulée par I'adjuvant (DMSO) contre la
bactérie E.coli sont plus élevée que la bactérie S.aureus (fig 3 :b). E. coli parait tés
sensible sous I'effet stimulateurs par le sel (Nacl ) et 'eau courante de I'huile essentielle
formulée .Pour S.aureus parait sensible sous l'effet stimulateur par le vermicompost
solide et le sel (Nacl) (fig 3:a ,b)
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Figure 10 : Comparaison de I'activité antibactérienne de Rosmarinus tourneforteii en

absence et en présence de I'adjuvant

VERM_Sol :vermicopost solide .VERM_LIQ :vermicompost liquide .HE :I'huille essentielle

DOSO :Diméthylesufoxyde

Les résultats comparatif ont montrés que les pourcentages de I'indice d’inhibition

de l'huile essentielle de Rosmarinus officinalis en absence de l'adjuvant contre la

bactérie E. coli et S. aureus sont plus élevés que en présence de I'adjuvant sous I'effet

de tous le stimulateurs (fig 4:a,b) , en effet E —coli parait tres sensible au I'huile
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essentielle en présence et en absence de 'adjuvant par rapport S —aureus .Cependant
I'effet stimulateur par le vermicompost solide et liquide de I'huile essentielle a montré la

forte sensibilité de E-coli .Néanmoins l'effet antibactérien sur S-aureus apparait moins

important .
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Figure 11 : comparaison de I’activité antibactérienne de Rosmarinus officinalis
en absence et en présence de I’adjuvant

VERM_Sol :vermicopost solide .VERM_LIQ :vermicompost liquide .HE :I'huille essentielle

DOSO :Diméthylesufoxyde
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DISCUSSION

Les résultats de I'extraction révelent que le rendement de I'huile essentielle de
Rosmarinus officinalis est plus intéressant que celui de Rosmarinus tourneforteii,en effet
I'effet stimulateur sur le rendement des huiles essentielles parait trés important par le
vermicompost solide et le sel .

D’aprés Kelen et Teb (2008), ce rendement peut changer selon le choix de la période
de récolte car elle est primordiale en termes de rendement et de la qualité de I'huile
essentielle. Le climat, la zone géographique, la génétique de la plante, I'organe de la
plante utilisé, le degré de fraicheur, la période de séchage et la méthode d’extraction
employée, etc., sont des facteurs entre autres, qui peuvent avoir un impact direct sur le

rendement en huile essentielle.

Les résultats de notre présente étude ont montré que les huiles essentielles pures de
Rosmarinus obtenues a travers l'application de plusieurs stimulateurs en mode
d’irrigation foliaires (eau courante, eau saline, vermicompost liquide et vermicompost
solide), exercent une activité antibactérienne contrastée contre les bactéries testées
selon les signalisations de 'aromatogramme. Seulement, il faudrait mentionner que la

sensibilité des souches testées varie selon la présence ou I'absence de I'adjuvant.

L'effet antibactérien des deux huiles testées diminue avec la diminution de la
concentration en HE utilisée. En effet, plus I'huile essentielle est pure (brute) plus,

I'activité biologique est importante sur les bactéries.

Les résultats des deux types d’huiles essentielles de Rosmarinus officinalis et R.
tourneforteii sur les deux souches (E. coli et S. aureus) sous l'effet des stimulateurs,
montrent qU’'E. coli et S. aureus sont trés sensibles vis-a-vis des différentes huiles
essentielles brute obtenues sous I'effet des différents stimulateurs par comparaison aux
mémes huiles diluées avec I'adjuvant DMSO (HE avec DMSO). Jordan et al. (2013),
mentionnent qu'une forte proportion d'a-pinéne augmente l'efficacité des huiles
essentielles du romarin contre Staphylococcus aureus, tandis que la présence de 1,8
cinéole, comme composé le plus abondant, diminue considérablement I'efficacité de

ces huiles.
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La susceptibilité des bactéries est en effet indépendante du gram (Dorman et Deans,
2000), ou dépendante des huiles essentielles utilisées (Deans et Ritchie, 1987). La
sensibilité des micro-organismes peut varier selon le germe testé car une huile
essentielle peut étre bactéricide vis-a-vis de certaines souches, bactériostatique vis-a-

vis d’autres ou n’avoir aucun effet (Hermal, 1993).

Le mécanisme d'action des huiles essentielles est lié essentiellement a la structure de
la paroi et & la perméabilité membranaire des bactéries. L'huile essentielle exerce son
pouvoir antimicrobien par son interférence avec la bicouche lipidique de la bactérie
grace a sa propriété hydrophobe, ce qui entraine : I'augmentation de la perméabilité
puis la perte des constituants cellulaire ; l'acidification de l'intérieure de la bactérie,
bloguant la production de I'énergie cellulaire et la synthese des composants de structure
; la destruction du matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie (Caillet et
Lacroix, 2007). En revanche, les bactéries a Gram- sont plus résistantes que les Gram+,

ceci est dU aux différences structurales de leurs membranes externes (Burt, 2004).

La sensibilité d’'un microorganisme a l'huile dépend des propriétés de I'huile et du
microorganisme (Guesmi et Boudabous, 2006). En comparant 'activité antibactérienne
des huiles essentielles brutes de Rosmarinus tourneforteii et de Rosmarinus officinalis
avec leurs dilutions (HE+ DMSO), les résultats ont montré que pour Pour E.coli : I'huile
essentielle brute Rosmarinus tourneforteii obtenue par irrigation a I'eau courante et a
'eau saline exprime des indices d’inhibitions (indice d’inhibition = 47,29% et 31,13%)
plus active que I'huile essentielle diluée sous les mémes modes d’irrigation (EAU et
NACL). L’huile essentielle brute de Rosmarinus officinalis obtenue par irrigation foliaires
au vermicompost liquide et solide exprime des indices d’inhibitions (indice d’inhibition =
22,89% et 24,10%) plus active que I'huile essentielle sous les mémes modes d’irrigation
(VERM LIQ et VERM SOL).

Pour S.aureus : I'huile essentielle brute Rosmarinus tourneforteii obtenue par irrigation
a I'eau courante et a I'eau saline exprime des indices d’inhibitions (indice d’inhibition =
37.23% et 34.62%) est plus active que I'huile essentielle diluée obtenue par irrigation
au VERM LIQ et VERM SOL. L’huile essentielle brute de Rosmarinus officinalis obtenue
par irrigation au VERM LIQ et VERM SOL (indice d’inhibition = 14,9% et 22,2%) est plus
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active que I'huile essentielle diluée obtenues par irrigation foliaires au NACL et VERM
SOL.

D'aprés ces résultats, on peut dire que R. officinalis et R. tourneforteii ont des propriétés
antimicrobiennes tres appréciés et cela justifie son utilisation dans les traitements
traditionnels comme un remede antimicrobien. Par ailleurs, la sélectivité des huiles
essentielles envers certaines bactéries reste encore mal élucidée. Cette sélectivité est
le résultat de la composition variée des fractions actives des huiles, qui présentent
souvent des actions synergiques (Hammer et al., 1999). Des études antérieures sur
I'huile essentielle de Rosmarinus officinalis (Moreira et al., 2005 ; Belkhiri et al., 2015),
révelent une activité antimicrobienne certaine et indiquent une similitude avec les

résultats obtenus dans le présent travalil.

En raison de leur activité antimicrobienne, les huiles essentielles du romarin peuvent
étre utilisées dans l'industrie pharmaceutique pour la production de nouveaux agents
synthétiques dans le traitement des maladies infectieuses causées par les bactéries
étudiées ou peuvent étre suggérées comme agents naturels de conservation des
aliments comme il a été rapporté par plusieurs auteurs dont Fernandez-L6pez et al.
(2005), Davidson et al. (2016).
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Conclusion

Conclusion

Au terme de cette étude et a travers les résultats obtenus il apparait que I'activité
biologique des huiles essentielles purs de Rosmarinus tourneforteii et Rosmarinus
officinalis obtenues par différents modes de stimulation, sont caractérisées par un fort
pouvoir antibactérien vis-a-vis de S. aureus et E.coli. Ces huiles essentielles peuvent

servir sans doute comme base de lutte biologique.
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