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Résumé

Dans le cadre de notre travail, nous avons essayé de déterminer le Rendement et
réalisé des tests antimicrobiens des huiles essentielles et I'extrait méthanolique du

Rosmarinus Officinalis de deux régions en Algérie : Blida et Djelfa.

Les huiles essentielles de Rosmarinus Officinalis ont été obtenues par entrainement

a la vapeur d’eau.

D’aprés les résultats obtenus, il nous semble que le facteur environnemental, les
conditions climatiques et géographiques qui changent d’'une région a une autre, et la
période de la cueillette, présentent un effet direct sur la production de I'huile

essentielle.

Au cours de cette étude, nous avons signalé une différence dans la composition et le
rendement en huiles essentielles (le rendement de la région du Blida est de0.09%, et
celui de la région de Djelfa est de 0.08%) entre les deux régions. Cette différence est

probablement due a plusieurs facteurs.

Mots clés : Romarin. (Rosmarinus officinalis). Extraction, Huiles essentielles.



Summary

As part of our work, we tried to determine the qualitative and quantitative composition

and antimicrobial tested essential oils of Rosmarinus officinalis two regions

belonging to two (2) different floors: Blida and Djelfa.

Essential oils of Rosmarinus officinalis were obtained by stripping with steam.

From the results obtained, we believe that the environmental factor, climatic and
geographical conditions vary from one locality to another, and the time of harvest,

have a direct effect on the production of essential oil.

In this study, we reported a difference in the composition and yield of essential oils
(the performance of the Blida region is 0.09 %, and the Djelfa region is 0.0 8 %)
between the two regions. This difference is probably due to several factors.

Keywords: Rosemary. (Rosmarinus officinalis). Extracting essential olils.
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Liste des abréviations

AFNOR : Association Francaise de Normalisation.
ATCC : America Type Culture Collection.

°C : degré Celsius.

C : concentration

C1: 62.5mg/1ml DMSO.
C2:120mg/1ml DMSO.

cm : centimétre.

C/N : rapport carbone sur azote est un indicateur qui permet de juger du degré
d’évolution de la matiére organique.

CO2 : dioxyde de carbone.
cm : centimétre.

DMSO : Dimethylsulfoxyde.
d : densité.

E.coli : Escherichia coli.
EM : Extrait méthanolique.

EMBCL : extrait méthanolique de romarin de la région de Blida a concentration(1)
(C1=62.5mg /1ml DMSO).

EMDCL1 : extrait méthanolique de romarin de la région de Djelfa concentration(1)
(C1=62.5mg /1ml DMSO).

EMBC2 : extrait méthanolique de romarin de la région de Blida a concentration(2)
(C2=120mg /1m| DMSO).

EMDC?2 : extrait méthanolique de romarin de la région de Djelfa a concentration(2)
(C2=120mg /1ml DMSO).

g : gramme.

g /1 : gramme par litre.

H.E : Huile Essentielle.

HEB : Huile essentielle BLIDA.

HED : Huile essentielle Djelfa.



ha : hectare.

h : heure.

Kg : kilogramme.

Kmz2 : kilométre carré.

KOH : hydroxyde de potassium.
meq : milliéquivalent.

Mue : Masse de I'Huile Essentielle.
mn : minute.

ml : millilitre.

mm : millimétre.

mg : milligramme.

Mmv : Masse de la matiere végétale.
MV : Matiere Végétale.

MF : matiere fraiche

MS : matiere séche

mol/l : mole par litre.

Na2 Soas: sulfate de sodium.

OMS : Organisation Mondiale de la Santé
pH: potential d’hydrogene.

P : Pluviométrie.

P.S : Période séche.

Rue : Rendement en Huiles Essentielles.
R1: Répititionl.

R2: Répitition2.

R3: Répitition3.

Ve : Volume de I'huile Essentielle.
W : Wilaya.

% : pourcentage.

°: degré.
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Introduction

Depuis longtemps, les grandes civilisations (chinoise, égyptienne, babylonienne,
grecque, romaine, etc.) ont eu recours aux plantes médicinales pour leurs propriétés
thérapeutigues, cosmétiques, chimiques, diététiques, pharmaceutiques, agro-
alimentaires et industrielles. Actuellement, la médication, par les plantes, connait un

regain d’intérét notable (Demoulin, et al. 2009).

Au moins 35 000 especes végétales sont utilisées dans le monde a des fins
meédicales. Alors que les médicaments industriels les plus importants sont produits a
partir de 90 espéces environ. Les plantes sont donc la source principale de substances
actives. Selon des estimations de ['Organisation Mondiale de la Santé, elles
représentent environ 70 % des matériaux de base des produits pharmaceutiques

modernes. (Kasparek, et al. 2008).

Le Romarin (Rosmarinus Officinalis) est une herbe stimulante, a l'odeur forte et

reconnaissable, qui a une vertu antispasmodique et qui est prescrite, encore de nos
jours, pour les bronchites. En médecine homéopathique traditionnelle, on l'utilise dans
plusieurs diagnostics : asthme, palpitations, vomissements, grippe, fievre typhoide. On
le donne aussi pour faciliter la digestion et plus particulierement la sécrétion biliaire. Les
agents actifs du romarin résident a la fois dans I'huile volatile de ses feuilles en forme
d'aiguilles, dans plusieurs flavonoides (apigénine, diosmétine) qu'il contient et dans

I'acide rosmarinique (Gagnon, 2005).

Les activités antimicrobiennes des huiles essentielles peuvent ainsi étre mises a profit
dans le but d’améliorer la conservation des aliments et d’améliorer des produits
pharmaceutiques et cosmétiqgues. De méme, les maladies infectieuses et parasitaires
constituent un probleme de santé publique a cause de leur fréquence et de leur gravité
(Basli et al.,, 2011). La situation est plus préoccupante du fait que de nombreuses
bactéries ont développé une résistance a plusieurs antibiotiques ce qui constitue un

probleme de santé important a I'échelle mondiale (Benbrinis, 2012).

Bouxid (2012), mentionne que les soins par les médicaments présentent, a des degrés
divers, les risques d’effets indésirables, quelque soit la voie d’administration comme :
nausées, diarrhée, douleurs épigastriques, ulcere gastroduodénal, hémorragie digestive

et réaction d’hypersensibilité.



En effet, ces derniéres années, les industriels développent de plus en plus des
procédés mettant en ceuvre des extraits et des principes actifs d’origine végétale. Parmi
ces nouveaux composés potentiellement intéressants, les polyphénols, qui ont été
particulierement étudiés en raison de leur utilisation dans le domaine pharmaceutique,

cosmétique et alimentaire pour leurs effets bénéfiques pour la santé.

Dans cette optique se situe notre étude dont les objectifs principaux se résument dans

les volets suivants :

» Extraction de l'huile essentielle a partir d’'une plante aromatique « Rosmarinus
officinalis » de deux régions Blida, Djelfa et évaluation de rendement (%).

» Faire I'extrait méthanolique de « Rosmarinus officinalis » de deux régions Blida,
Djelfa.

» Evaluation in vitro de [Iactivit¢ antimicrobienne de I'H.E extraite et [I'extrait
méthanolique a deux concentrations difféerentes sur un ensemble de bactéries

pathogenes.



Chapitre | - Généralités sur les plantes médicinales et aromatiques
1. Importance des plantes médicinales et aromatiques :

e Reégions productrices dans le monde :

La production d’huiles essentielles est principalement réalisée dans les pays en voie
de développement. En effet, environ 55 % de la valeur de la production mondiale en
huiles essentielles provient de 25 pays en voie de développement dont les plus
importants restent la République Populaire de Chine, le Brésil, I'Indonésie et I'inde.

e En Algérie:

Le nombre de genres et d’espéces présents en Algérie se situe aux environs de 980
genres et 3300 espéces. Sur cet ensemble, la flore saharienne correspond
approximativement a 400 genres et 1100 especes dont plus du tiers se trouve en
Algérie méditerranéenne et steppique, bien que linventaire de la flore ne soit pas
encore exhaustif, et les travaux d’évaluations et de synthéses encore fragmentaires
(SNOUSSI, et al., 2003).

Les plantes ornementales indigenes et cultivées sont de plus en plus utilisées dans
les aménagements paysagers. Cette tendance tend a se développer compte tenu de la
popularité grandissante du jardinage et la tendance a la création d’espaces verts. A
'opposé des plantes cultivées (fleurs coupées, ceillet, chrysanthéme, les plantes
indigenes disponibles sur le marché ne proviennent pas toutes de culture, plusieurs
sont prélevées directement des milieux naturels (Snoussi, et al., 2003).

Les especes négligées, sous-exploitées ou encore méconnues, peuvent contribuer
aussi a la durabilité des systémes de production agricole et au maintien de la
biodiversité. L’Algérie, pays au relief difficile et ayant d'importantes régions naturelles
encore peu transformées par les activités humaines, posséde des espéces rustiques
dont la production, trés recherchée, est largement insuffisante. Le développement
d’activités dans ces créneaux permettra non seulement de contribuer a la préservation
de la biodiversité mais aussi a 'ameélioration du revenu des populations rurales dans les
zones marginalisées (Laoular, 2003).

Les plantes négligées peuvent étre divisées, selon (Laoular, 2003) en deux groupes
selon qu’elles seraient cultivées ou spontanées :

- Les especes jadis plus répandues et cultivées, mais dont la production est insuffisante
par rapport a la demande du marché et aux potentialités du pays ;

- Les plantes spontanées exploitées pour leurs produits divers a des fins alimentaires,
pastorales, condimentaires, aromatiques, médicinales, extraction d’huile, tannage...
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Parmi les espeéeces fourragéres et/ou pastorales, les plus utilisées en élevage, nous
pouvons citer les especes de : Medicago, Hedysarum, Trifolium, Scorpiurus, Vicia,
Lathyrus parmi beaucoup d’autres. Certaines Poacées comme celles des genres
suivants : Festuca, Dactylis, Lolium, Aristida, Agropyrum, Oryzopsis sont aussi d'un
intérét certain, mais leur conservation est encore peu organisée au plan national. Les
especes aromatiques utilisées en Algérie sont tres variées mais ne font pas encore
I'objet de conservation de leur patrimoine génétique.

En Algérie, bien que I'utilisation des plantes médicinales soit beaucoup plus répandue
du fait d’'une longue tradition d’herboristerie, aucune étude estimative n’a pu mettre en
évidence guantitativement et économiquement leurs utilisations dans la pharmacopée
bien qu'une grande partie des plantes médicinales d’Algérie soient inventoriées avec
leurs effets (armoise blanche, thym, sauge a feuilles de verveine, etc.) (Snoussi, et al.,
2003).

2. Utilisation des plantes médicinales et aromatiques :

L'action de la phytothérapie sur l'organisme dépend de la composition des plantes,
depuis le XVllleme siecle, des savants ont commencé a extraire et a isoler les
substances chimiques qu'elles contiennent. On considére les plantes et leurs effets en
fonction de leurs principes actifs. La recherche des principes actifs extraits des plantes
est d'une importance capitale car elle a permis la mise au point de médicaments
essentiels. Aujourd'hui les plantes sont de plus en plus utilisées par lindustrie
pharmaceutique, il est impossible d'imaginer le monde sans la quinine qui est employée
contre la malaria ou sans la diagoxine qui soigne le coeur, ou encore I'éphédrine que
I'on retrouve dans de nombreuses prescriptions contre les rhumes. La phytothérapie a
la différence de la médecine classique, recommande d'utiliser la plante entiére, appelée
aussi "totum" plut6t que des extraits obtenus en laboratoire. Une plante entiére est plus
efficace que la somme de ses composants, les plantes contiennent des centaines voire

des milliers de substances chimiques actives (Iserin, et al., 2001).
3-Métabolites secondaires et Activité Biologique :

Les plantes possedent des métabolites dits « secondaires » par opposition aux
métabolites primaires qui sont les protéines, les glucides et les lipides. Les métabolites
secondaires sont classés en plusieurs grands groupes : les composés phénoliques, les

terpenes et huiles essentielles et les composés azotés, dont les alcaloides. Chacune de



ces classes renferme une trés grande diversité de composés qui possedent une tres

large gamme d’activités biologiques.
3-1. Composés phénoliques

Les composés phénoliques forment un trés vaste ensemble de substances. L’élément

structural fondamental qui les caractérise est la présence d’'un cycle aromatique portant
au moins un groupement hydroxyle libre ou engagé dans une autre fonction (éther,
ester, hétéroside). Avec plus de 8000 structures phénoliques identifiées, la structure de
ces composés nhaturels varie depuis les molécules simples (acides phénoliques
simples) vers les molécules les plus hautement polymérisées (tanins condensés)
(Macheix et al, 2005). On peut citer :

3-1.1. Phénols simples et acides-phénols

Les phénols simples sont constitués d’un seul cycle phénolique substitué et les acides
phénols sont des dérivés de I'acide benzoique et de l'acide cinnamique. lls se sont
révélés toxiques vis-a-vis des microorganismes et la toxicité relative de chaque dérivé
est fonction du site et du nombre de groupements hydroxyles sur le cycle aromatique,
iIs sont aussi antinflammatoires, antiseptigues urinaires, anti-radicalaires,

hépatoprotecteurs, (Bruneton, 1999; Cowan, 1999).
3-1.2. Coumarines

Les coumarines sont des composés dont le squelette de base est constitué de deux
cycles accolés avec neuf atomes de carbone. Ce sont des molécules biologiquement
actives ; elles manifestent diverses activités : antimicrobienne, anti-agrégation
plaquettaire, anti-inflammatoire, anticoagulante, antitumorale, diurétiques, antivirale et

analgésique.
3-1.3. Flavonoides

Les flavonoides sont des pigments quasi universels des végétaux, souvent
responsables de la coloration des fleurs et des fruits. Tous possedent le méme élément
structural de base : le noyau flavane constitué de deux noyaux aromatique A et B et
d’'un hétérocycle oxygéné central C (Bruneton, 1999 ; Reynaud et Lussignol, 2005). lls
se sont révélés étre des substances antimicrobiennes actives in vitro contre un large

spectre de microorganismes. Cette activité serait due a leur capacité a se complexer



avec les protéines extracellulaires solubles et a la paroi bactérienne (Cowan, 1999). lIs
sont aussi connus pour leur activité antioxydante (Bruneton, 1999).

3-1.4. Tanins

Les tanins sont des composés phénoliques solubles dans 'eau et caractérisés par leur
astringence. On distingue habituellement chez les végétaux supérieurs deux groupes
basés sur des différences structurales: les tanins hydrolysables et les tanins non
hydrolysables ou tanins condensés (Ghestem, 2001). Ils ont un effet anti diarrhéique; ils
sont vasoconstricteurs et limitent la perte en fluides. Ces propriétés, ajoutées par
ailleurs a leur effet antiseptique, en font des molécules intéressantes pour la
régénération des tissus en cas de blessures superficielles et les rendent utilisables
dans le traitement des diarrhées infectieuses (Bruneton, 1999). Certains sont aussi

antioxydants.
3-1.5. Quinones

Les quinones sont des substances colorées et brillantes, en général rouges, jaunes ou
oranges et possédant deux fonctions cétones. On les trouve chez les végétaux et les
bactéries (Bruneton, 1999). En plus d’étre une source de radicaux libres stables, les
qguinones sont capables de se complexer de facon irréversible aux aminoacides des

protéines et pour cette raison, ils possédent un potentiel antimicrobien élevé.
3-2. Alcaloides

Les alcaloides sont des composés azotés hétérocycliques. Certains alcaloides comme
les alcaloides diterpenoides isolés des plantes de la famille des Ranunculaceae
possedent des propriétés microbicides.

3-3. Les huiles essentielles

3-3.1.Definition
Les huiles essentielles sont des mélanges de composés lipophiles, volatiles et souvent
liquides qui sont stockés dans des tissus végétaux spécialisés et extraits des plantes

grace a des procédés physiques (Bruneton, 1993).

Les huiles essentielles ne sont pas présentes dans toutes les plantes, parmi les 800
000 espéces recensées, seules 10% sont capables de synthétiser une essence. Ces

plantes sont alors dites « aromatiques».



Bien qu'on les appelle huiles, ces substances ne contiennent aucun corps gras,
contrairement a une huile végétale, une goutte déposée sur un papier s'évaporera sans

laisser de trace (Degryse et al., 2008).

3-3.2.Localisation

Les huiles essentielles sont sécrétées dans différentes parties, variant selon la plante
aromatique. Elles peuvent étre de minuscules cellules épidermiques dans les pétales de la
rose ou des poils sécréteurs disposés a la périphérie des calices floraux, des feuilles et
des tiges chez les labiées (thym, sauge) ou de grosses cellules disposées au sein méme
des tissus végetaux : tiges, écorces, racines, feuilles et semences. Mais elles peuvent
étre aussi, et cela est beaucoup plus particulier, des cellules végétales en poches

sécrétrices (Scimeca et Tetau, 2005

Figure 1 : Glandes capitées sur des feuilles de L. multifida (microscopie optique)
(Perrine et al., 1986) .
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Figure 2 : Trois types de trichomes sur calice de Lavandula angustifolia (MEB
x50012kV) (Perrin et al., 1986).

3-3.3 Caractéristiques physico-chimiques des huiles essentielles :

¥v" Les huiles essentielles et essences possédent des propriétés physiques proches
les unes des autres avec quelques légeres variantes en fonction de leur
composition : A température ambiante, elles sont liquides, mais a plus faible
température, bon nombre d’entre elles cristalliseront. D’'une maniére générale,
une huile essentielle qui s’organise en réseau cristallin indique clairement une

superbe qualité.

¥v" Contrairement aux huiles végétales grasses avec lesquelles il ne faut pas les
confondre, les huiles essentielles sont volatiles, ce qui explique leur caractere
odorant et leur entrainement a la vapeur d’eau lors de distillation.

v" Elles sont plus légére que I'eau (densité<1), ce qui permet leur séparation dans
'essencier lors de leur extraction. Elles ne se mélangent pas a l'eau, se
meélangent bien a l'alcool absolu et se diluent en toutes part dans les huiles
végétales grasses.

¥v" Le pouvoir rotatoire marquant leur activité sur la lumiére polarisée est une
constante physique qui définit chaque huile essentielle. L’indice de réfraction
souvent élevé est une autre constante physique mesurée par le réfractometre.

v Elles sont diversement colorées (Baudry et al., 2004).



3-3.4 Composition chimigue des huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes et éminemment variables de
constituants qui appartiennent a deux groupes : les terpenes et les composés aromatiques
(Bruneton, 1999).

3-34.1. Les terpénes
lls ont pour formule générale (CsHg), généralement cyclique. lls sont constitués du
polymére de lisopropéne. Parmi lesquels on distingue les monoterpénes et les

sesquiterpenes.

D'aprés Bellakhdar (1997), les monoterpénes sont des composés plus volatiles, ils sont
les principaux composés rencontrés dans les huiles essentielles. Ills sont composés
essentiellement de a-pinéne, (3- pinene, 6-terpinene, \|/-cynéne, camphene, a-

phéllandréne, pP-phéllandréne, limonéne et myrcene.

Les sesquiterpénes sont des composés caractéristiques des arbmes produits par les
plantes et donnent a celles-ci leur golt amer. Ce sont des composés généralement
d'hydrocarbures: I'aromadendrene, allo-aromadendrene, (3-caryophylléne et a-gurjunene
(Azoudj, 1999).

Guignard (1985) et Bellakhdar (1997) signalent qu'a cété des hydrocarbures terpéniques
se trouvent des dérivés oxygénes :

» Les alcools : ce sont des produits de la série terpénique. lls peuvent étre
acycliques (géraniol et linalol), monocycliques ou bicycliques.

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

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

» Les acides et les esters : ce sont des composeés existants chez le végétal, ils sont
trés répandus dans les huiles essentielles et jouent un réle important dans les
essences. Ce sont des dérivés oxygénés des terpenes qui ont la particularité de

présenter un aréme fruitier.

Il existe d'autres dérivés : les phénols et les dérivés phénoliques, avec les composeés

azotés et les composeés soufres.



3-3.4.2. Les composés aromatiques :

Les dérivés du phényle propane (Ce-Cs) sont beaucoup moins fréquents que les
précédents, ce sont tres souvent des allyles et des propénylphénols, parfois des
aldéhydes caractéristiques de certaines huiles essentielles d'Apiaceae telle que : «
Anéthol, Anisaldéhyde, Apiol » mais aussi celle de girofle, de la muscade et de
I'estragon (Bruneton, 1999).

Les huiles essentielles renferment aussi des composés odorants de
Type « phenylpropanoide » qui emprunte une voie biosynthétique dite de ['acide

schikimique conduisant essentiellement a la synthése de la « tyrosine » (Nazli, 2003).

3-3.4.3. Composeés divers :
Lors de la distillation, certains composés aliphatiques (carbures, acides, alcools,

aldéhydes, esters) sont entrainés.

Dans des composés non souhaitables, pesticides ou autres ayant été utilisés lors de la

culture, peuvent également se retrouver dans I'huile essentielle (Bordeaux, 2009).
3-3.5 Facteurs de variabilité de la composition chimique des huiles essentielles :

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

pouvons regrouper en deux catégories :

- Facteurs intrinséques, liés a l'espéce, au type de clone, a l'organe
concerné, a l'interaction avec I'environnement (type de sol ou climat, ...)
et au degré de maturité du végétal concerné, voir au moment de la récolte
au cours de la journée.

- Facteurs extrinséques, en lien avec la méthode d’extraction.
3-3.5.1. Facteurs intrinseques :

Les cellules productrices d’huile essentielle peuvent se situer dans différents
organes, il est possible d’obtenir différentes huiles selon les parties sélectionnées d’'une
méme plante. Ainsi les huiles essentielles extraites a partir des baies et des feuilles de
piment ne sont pas identiques. En 1987, les travaux de Maffei et Sacco ont montré des
différences de composition des huiles essentielles en raison d’organes différents
(feuilles et fleurs) et de sous-espéeces différentes (peppermint nothomorph spallescens
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Camus et rubescens Camus). Avec Cinnamomum zeylanicum ou Cannelier de Ceylan,
il est possible de produire 3 huiles essentielles : a partir de ses feuilles, une huile
essentielle riche en Eugénol ; a partir de son écorce, une huile essentielle riche en
Cinnamaldéhyde ; et a partir de ses racines une huile riche en Bornéone (Besombes,
2008).

Nykanen et Nykénen et al, en 1987, ont comparé les huiles essentielles
d’Origanummarjorana d’Egypte, obtenues a partir de plantes fraiches ou de plantes
séches. Une fois encore les compositions sont différentes. En 1991, Cioni et al ont
effectué la méme comparaison a partir du Romarin frais et sec (Besombes, 2008).
D’autres travaux ont mis en évidence l'influence de l'origine géographique de la matiére
premiere. Verzele et al, en 1981, ont constaté une composition differente des huiles
essentielles de Jasmin, selon l'origine de la matiére premiére (France, Italie et Algérie).
En 1995, Bayrak et al, sont arrivés a une conclusion similaire dans le cas du Romarin,

récolté dans 3 régions distinctes de la Turquie (Besombes, 2008).
3-3.5.2. Facteurs extrinseques :

En 1987, Huang et al, ont montré linfluence des méthodes d’extraction sur la
composition des huiles essentielles obtenues dans le cas de 4 méthodes appliquées au
bergamote de Chine ; la composition est relativement variable, malgré une présence
majoritaire de limonéne. Des conclusions similaires sont obtenues par d’autres auteurs :
Surburg et al, en 1993 a partir d’'Origanummajorana ; Weinreich et Nitz en 1992 et

Brieux et al, en 1997, a partir de Lavandula angustifolia (Besombes, 2008).
3-3.6. Méthodes d’extractions des huiles essentielles

De nombreux procédés sont utilisés pour [I'extraction des substances
aromatiques. Cette opération est des plus difficiles et des plus délicates puisqu’elle a
pour but de capter les produits les plus subtils et les plus fragiles élaborés par le végétal

et cela, sans altérer la qualité (Lardry et Haberkorn, 2007).

Les huiles essentielles sont définies par leur mode de préparation, deux méthodes
figurent la pharmacopée francaise : I'entrainement a la vapeur d’eau en suspension, la
turbo distillation (procédé de distillation utilisant du matériel végétal broyé). L’hydro
distillation par micro-ondes et I'extraction a froid au dioxyde de carbone, ou gaz
carbonique. Toutefois ces procédés modifient quelque peu leur structure et ne sont pas

admis par la pharmacopée (Arnal- Schnebelenib et al., 2004).
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Parmi les différents procédés d’extractions, nous citerons principalement :

3-6.1. Distillation :

La distillation a la vapeur d’eau est une méthode ancienne et trés répandue, pour
I'extraction des huiles essentielles a partir des plantes aromatiques, elle est simple dans
son principe et utilise un équipement peu couteux. Elle se présente sous trois

variantes : 'entrainement a la vapeur, I'’hydrodistillation, I’hydrodiffusion (Silou, 2004).
3-6.2. Distillation simple : (’hydrodistillation)

C’est le procédé le plus ancien. La plante aromatique (entiére ou broyée) placée
dans un alambic est immergée dans I'eau, portée a ébullition, 'eau a I'état vapeur en
passant a travers le matériel végétal entraine I'huile essentielle ; elle est refroidie et
condensée dans un serpentin. L’huile essentielle est séparée de I'eau par différence de
densité dans un vase florentin. L’huile obtenue est une florale ou hydrolat aromatique,

elle renferme des molécules aromatiques (moins de 5 %) (Raynaud, 2006)(figure3)

Figure 3 : Schéma du principe de la technique de distillation simple
(Lucchesi, 2005).

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

2- Ballon 6- Erlenmeyer

3- Thermomeétre 7- Matiére a extraire I'essence
4- Réfrigérant 8- La couche d’H.E

Procédé contient des composés non volatils ce qui lui vaut une appellation

spéciale: « essence de percolation» (Bruneton, 1999).
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L'hydrodiffusion

CEC

régulation de condenseurs

la vapeur

Figure 4: Schéma du principe de la technique d’hydrodiffusion (Smadja, 2009).

3-6.3. Enfleurage :

Cette méthode n’est presque plus utilisée, car elle est tres couteuse. Elle
représente environ 3 % des cas. Ce sont des clayettes ou I'on met un corps gras
(graisse animale, type saindoux) on étale une couche de ces saindoux puis une couche

de pétales de fleurs. Puis on recommence cette opération plusieurs fois.

On chauffe la clayette légerement aux environs de 30 %. Le saindoux devient mou et se
sature d’essence. Quand le saindoux se dissout, on met de I'alcool qui sert de vecteur a

I'HE. On effectue ensuite la séparation par évaporation sous vide (Sallé, 1991).

3-6.4. Expression a froid :

Il s’agit de la méthode la plus simple mais malheureusement la plus limitée puisqu’elle
ne peut étre pratiquée que pour les fruits de tous les citrus (Rutaceae) : citron,
bergamote, limette, pamplemousse, orange douce, bigardier, hytrix.....etc. La méthode
artisanale consiste a faire éclater les poches a essences contenues dans le zeste frais

du fruit a 'aide d’un genre de cuillére en bois puis d’en récolter 'essence.

hY

Ainsi libérée mécaniquement avec une éponge qui, a son tour, comprimée rendra
'essence du végétal. Dans cette situation, et uniquement celle-la, le terme
correctement utilisé est I'essence car il n’y a pas eu de modification de sa structure
biochimique lors du procédé d’extraction (Baudry et al., 2004).
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3-6.5. Extraction par un solvant organique volatil :

Certaines huiles essentielles ont une densité voisine de I'eau et le procédé par
distillation a la vapeur d’eau ne peut étre utilisé. C’est pourquoi on utilise les solvants
(Salle, 1991). Cette technique est la plus pratiquée avec I'hydrodistillation. Elle consiste
a épuiser la matiére premiere de ses constituants odorants au moyen d'un solvant, puis
a chasser celui-ci de I'extrait par évaporation sous vide. Il existe deux cas particuliers,
les hydrolats (extraction par solvant en présence d'eau) et les alcoolats (extraction avec
de I'éthanol dilué) pour lesquels on récupere les composés odorants conjointement
avec le solvant lors de la distillation pratiquée pour éliminer lI'eau présente dans les
isolats. Le choix du solvant dépend de nombreux parameétres techniques et
économiques, notamment :

* La sélectivité (pouvoir solvant),

+ Latempérature d'ébullition (stabilité thermique des constituants),

* La miscibilité dans l'eau,

« Lafacilité de recyclage,

* La sécurité de manipulation : les solvants choisis seront, dans la mesure du

possible, non toxiques tant pour le manipulateur que pour le consommateur.

Les solvants les plus utilisés a I'heure actuelle sont surtout des hydrocarbures
aliphatiques (hexane, éther de pétrole), des hydrocarbures aromatiques (toluene), des
alcools ou des solvants carbonylés, et moins fréquemment des hydrocarbures
halogénés (dichlorométhane) (Endrias, 2006).

3-6.6. Extraction assistée par micro-ondes :

Depuis quelques années, on assiste au développement de nouvelles technologies.
C’est le cas de I'hydro distillation par micro-ondes sous vide. Elle implique une

interaction directe entre un rayonnement électromagnétique et la matiere.

La plante est chauffée sélectivement par un rayonnement micro-ondes dans une

enceinte dont la pression est réduite de facon séquentielle : I'huile essentielle est

Entrainée dans le mélange azéotropique formé avec la vapeur d’eau propre a la plante

traitée.

Les durées des procédés d’extraction assistée par micro-ondes sont en effet de 'ordre
de quelques minutes. Les rendements, dans la plupart des cas, sont comparables a

ceux obtenus par les procédés traditionnels d’extraction. Lorsqu’ils sont inférieurs, il
14



s’agit le plus souvent d’'une manifestation de la sélectivité du procédé (Anizon et al.,
2003)

Figure 5 : Photo montrant un systéme d’extraction assistée par micro-ondes (Smadja,
2009).

3-6.7. Extraction par COzsupercritique :

La solubilité des matiéres premieres naturelles dans le CO: est liée a son état. Par
exemple, la solubilit¢ du naphtaléne qui est pratiquement nulle a I'état gazeuse, et
seulement de quelques grammes par litre a I'état liquide, dépasse 50 g /L a I'état
supercritique. Nous utilisons cette propriété pour réaliser I'extraction d’'une part, dans le
domaine supercritique gazeux, état ou le soluté n’est plus soluble dans le CO: et se
dépose dans I'extracteur. En jouant sur les conditions de température et de pression,
débit et utilisation ou non d’un Co-solvant, nous pouvons extraire plus ou moins
sélectivement certaines molécules et enrichir I'extrait en principes actifs ou I'appauvrir
en constituants indésirables (Richard, 1992).

Selon Bruneton (1995), Le gaz supercritique est caractérisé par :

e Produit naturel

¢ Inerte chimiquement

¢ Inflammable

e Strictement atoxique

e Facile a éliminer totalement
o Sélectif

e Aisément disponible

e Peu réactif chimiguement

e Peu couteux.
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Les principaux avantages et inconvénients des différents procédés d’extraction sont

résumés dans le tableau suivant :

Tableau 1 : Avantages et inconvénients des différents procédés d’extractions.

Procédés d’obtention

Avantages

Inconvénients

Hydrodistillation

- Rendement élevé en huiles
essentielles.

- Essences de bonnes
qualités, tres concentrés.

- Altération de certaines
substances odorantes a la
température d’ébullition de
l'eau.

- Perte d’'une partie
d’essences par évaporation,
oxydation dissolution et
cyclisation.

Entrainement a la
vapeur d’eau

- Réduire I'altération des
constituants d’huiles
essentielles.

- Economie d’énergie et de
temps d’extraction.

- Efficacité d’extraction

- Agglutination de la charge
végétale sous l'effet de la
vapeur d’eau.

- Réaction secondaire
hydrolyse.

Micro-ondes

- Rapidité

- Réduction considérable du
temps d’extraction.

- Amélioration du rendement

- Détérioration des
constituants odorants par
les micro-ondes qui
possedent une grande
énergie de pénétration.

Solvants organiques
volatils

- Universalité.

- Procédés doux, non violent
principes actifs olfactivement
proche du végétale lui-
méme.

- Danger sur 'lhomme et
'environnement en cas de
manque de prévention.

-Impossible de contrbler les
parameétres de pression et
de température.

Extraction par CO2

- Capacité a fournir des
extraits de composition tres
proche de celle des produits
naturels.

- Absence d’hydrolyse et de
réarrangement.

- La lourdeur de
I'investissement

(Source : Rechard et Multon, 1992 ; Bruneton, 1999).

3-7. Toxicité des huiles essentielles :

Il convient de ne pas confondre « plantes a huiles essentielles » et « huiles

essentielles » (Rayaund, 2006). Les huiles essentielles doivent étre utilisées avec une

extréme prudence, du fait qu'elles peuvent présenter de tres graves dangers lors d'une
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utilisation aléatoire autonome, surtout que le consommateur est attiré par la facilité
d'emploi de ces essences en absorption interne ou en application externe, en ignorant
que certaines sont plus rapidement dangereuses que les autres: absinthe, armoise,
chénopode, sauge officinale, hysope, thuya, tanaisie, aneth, rue, anis, carvi, romarin
(Bernadet, 2000).

La toxicité des huiles essentielles varie selon leur composition qui elle-méme, varie
selon la plante source qui, elle-méme peut varier selon le terrain ou elle est cultivé
(chimiotype) la composition peut étre précisément connue par C.G. par exemple, I'huile
essentielle de feuille de Salvia officinalis L. est plus riche en thujone toxique en Estonie
que celle du reste de 'Europe, elle varie selon la période de 'année ou la plante est
récoltée. Elle varie selon sa voie d’administration (orale, cutanée ou aérienne), par I'état
de lindividu qui y est exposé-la (Bardeau, 2009). Il est donc tres important de

connaitre :

» Les huiles essentielles a aldéhydes (citral, citronellal, cuminal,...etc.) sont
irritantes, quelques soit leur voie d’administration ;

» Les huiles essentielles a cétones (thuyone, menthone, verbenone, ...etc.) sont
neurotoxiques et ne doivent étre administrées ni aux femmes enceintes, ni aux
sujets épileptiques ;

» Les huiles essentielles a phénols (thymol, eugenol, gaiacol, carvacrol, ...etc.) ont
une action caustique sur la peau et sont diluées au 1 /5 ou au 1/10 ;

» Les huiles essentielles a terpénes (pinéne, caréne, ...etc.) sont irritantes
(Bordeaux, 2009).

3-8. Usage des huiles essentielles :

a) Utilisation pour leurs propriétés odorantes :

Les huiles essentielles sont employées dans le secteur de la cosmétique, notamment
pour la fabrication des parfums ; dans les compositions parfumantes des détergents et
des produits de parfumerie fonctionnelle ; mais aussi dans le domaine alimentaire.
L’utilisation des huiles essentielles pour I'élaboration des parfums est évidente. Dans le
secteur de la parfumerie fonctionnelle, les huiles essentielles sont sélectionnées pour
renforcer I'impression de propreté ; de méme, dans le domaine alimentaire, les huiles
essentielles ont pour objectif de développer les arbmes, le plus souvent dans des plats

préparés (Besombes, 2008).
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b) Utilisation pour leurs propriétés médicinales :

L'utilisation historique des plantes en raison de leurs propriétés thérapeutiques, a avec
les avancées techniques et scientifiques, mené a lisolation de principes actifs. Il faut
alors distinguer phytothérapie et aromathérapie :

La phytothérapie est la médecine par les plantes, utilisés en partie ou en totalité, sous
differentes formes (teintures meres, extraits fluides ou secs, poudres, infusions,
décoctions...)

L’aromathérapie n’utilise que les principes actifs d’'une partie de la plante, ou ils sont

extrémement concentrés (Besombes, 2008).
3-9. Activité antimicrobienne des huiles essentielles :

Les effets antimicrobiens des différentes espéeces de végétaux et d'épices sont
connus depuis longtemps et mis a profit pour augmenter la durée de vie des aliments.
Ces propriétés antimicrobiennes sont dues a la fraction d'huile essentielle contenue
dans les plantes. Ces huiles ont un spectre d'action tres large puisqu'elles inhibent

aussi bien la croissance des bactéries que celles des moisissures et levures.
3.9.1. Action antimicrobienne :

Plusieurs études ont ainsi montré I'apparition de fuites d’ions potassium dans
des cellules microbiennes (Escherichia coli et Staphylococcus aureus) en contact avec
de l'huile essentielle d’arbre a thé (teatree). Cette fuite de potassium est la toute
premiére preuve de I'existence de Iésions irréversibles au niveau de la membrane de la
bactérie. Le thymol, le carvacrol, des composants actifs d’huiles essentielles, rendent
perméable la membrane des bactéries, un effet précurseur de leur mort. Les huiles
essentielles ont donc bien des propriétés bactéricides. L’activité biologique d’'une huile
essentielle est liée a sa composition chimique, aux groupes fonctionnels des composés
majoritaires (alcools, phénols, composés terpéniques et cétoniques) et a leurs effets
synergiques (Zihiri, 2006).

3.9.2. Méthode d’évaluation de I’activité antimicrobienne :

Les premiers travaux scientifigues entrepris en 1887 par Chamberland, suivis par
ceux de Cadeac et Meunier, Bouchard, Forné, Bertrand, Guégen, Cavel, Gattefossé et
tant d’autre depuis lors, on permis de mettre en évidence le remarquable pouvoir

antiseptique des huiles essentielles (Bardeau, 2009).

La technique utilisée pour déterminer le pouvoir antimicrobien des HE a une

grande influence sur les résultats. Des difficultés pratiques viennent de l'insolubilité des
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constituants des HE dans I'eau, de leur volatilité et de la nécessité de les tester a
faibles concentrations. A I'heure actuelle, I'activité antimicrobienne in vitro d’une

substance peut étre mise en évidence par un grand nombre de techniques classiques.
3.9.2.1 Aromatogramme :

Cette méthode est identique a celle de I'antibiogramme utilisée pour tester les
antibiotiques. Elle consiste la mesure invitro du pouvoir antibactérien des huiles
essentielles chémotypées. Différents types d’aromatogramme, en milieu solide, liquide
ou gazeux, sont exploitables. Cependant, en pratique quotidienne, c’est le milieu solide

qui est le plus simple et le plus facilement reproductible (Zihiri, 2006).

L’aromatogramme s’appelle aussi (méthode des disques) consiste a
'ensemencement d’'un milieu de gélose solide avec une solution bactérienne pure dont
le nombre de germes est connu, et I'on place a la surface de cette gélose un disque de
papier imprégné d’essence. Par diffusion la substance aromatique se propage dans le
milieu et, apres 24 heures, on mesure l'effet bactéricide dans la zone ainsi délimitée
(Bardeau, 2009).

Selon Raynaud (2006) En cas d’activit¢ d’'HE, une zone circulaire d’inhibition (halo
d’inhibition) apparait. Selon la taille du halo d’inhibition nous distinguons :
e Des germes résistants a I'huile essentielle : halo de 0 cm ;

e Des germes assez sensibles a I'huile essentielle : ++ halode 2a 3 cm ;
e Des germes tres sensible a I'huile essentielle : +++ halo de plus de 3 cm.

Disque de papier
imbibé d'huile Tapis microbien
essentielle
. ——
Incubation dans l'étuve a
Yoaocubin la température adéquate.
microbien

Boite de Petri
avec gélose MH

Diametre

Alinhilitinn

Figure 6 : Principe de la méthode d’aromatogramme.
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3.9.2.2 Méthode de Micro atmospheéres :

Dérivé de la méthode précédente le protocole du micro atmospheres est
techniqguement proche de celle des aromatogrammes. La difference réside

principalement dans la position du disque imprégné.

Dans cette technique, le disque imprégné est déposé au centre du couvercle de la boite
de Pétri (figure 7), renversée pendant la durée de I'expérience. Celui-ci n’est donc plus

en contact avec le milieu gélosé.

Organism d'essai (inoculum) Boite de pétri ’
Milieu de gélose de

Croissance

Couvercle de
boite de Pétri

t*— z —.i‘»- Zone d’inhibition
- — — — "—7>:- = — 'ti:\"
lﬁl’&w‘l e SRR nn\\m:‘:{’
: 2. =) — J

La croissance microbienne

Figure 7 : Méthode de micro atmosphére (Pibiri, 2005).
3.9.2.3 Méthode de puits :

Méthode proposée par Cooper et Woodman (1946), repris par Schroder et Messing
(1949), elle assure une diffusion radiale de I'huile essentielle a partir d’un puit en
donnant une zone d’inhibition claire et facilement mesurable (Bennett et al., 1966). La
méthode consistait & découper un trou circulaire vertical dans la gélose et a y verser
une solution d’huile essentielle de concentration connue. L’'HE diffusant radialement
créait une zone d’inhibition circulaire a la surface de la gélose préalablement
ensemencée avec la suspension bactérienne (Deans et Ritchie, 1987; Dorman et
Deans, 2000).

3.9.2.3 Méthode de dilution :

Grace a la méthode de dilution, on peut déterminer les valeurs de la concentration
minimale inhibitrice (CMI) et de la concentration minimale bactériostatique (CMB) ou
létale (CML). Ces méthodes peuvent étre appliguées en gélose et en bouillon, on
prépare une série de tubes de bouillon (habituellement du milieu Mueller-Hinton)

contenant des concentrations d’antibiotiques variantes de 0,1 a 128 pg /mL, et on
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inocule avec une population standard de I'organisme testé. La méthode de dilution en
gélose est trés semblable a la méthode de dilution en bouillon. Les boites de pétri
contenant de la gélose Muller Hinton et des quantités différentes d’antibiotiques sont

inoculées et examinées pour veérifier la croissance.

Pour appliquer a la détermination de l'activité antimicrobienne des huiles essentielles
les dilutions en série, I'expérimentateur se voit contraint leur « solubilisation » ou
'émulsion. C’est ainsi que les solvants (éthanol, acétone, DMSO...), et divers

tensioactifs, les non ioniques ont été proposés (Fleurentin et al., 1990).
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Chapitre Il : Considérations générales sur le romarin

1. Romarin : Rosmarinis officinalis

1.1 -Origine et histoire :

Le romarin sauvage tres répandu sur les cotes de la méditerranée. Il a toujours
joué un grand réle dans I'histoire des peuples de ces régions. Au moyen age, c’était
une plante sacrée pour les grecs, les romains, les égyptiens. Cette réputation demeura

lorsque les romains l'introduisirent dans le reste de I’'Europe.

Dans l'arsenal arabe (De Najm, Cohen et Attar, Gerber, Mesue, Avicenne), figurait
I'encensier (percheron et Leroux, 1955), ce sont les arabes qui, les premiers extrairont
'essence d’encensier, mais c’est Arnaud De Villeneuve qui, en 1330, trouva le moyen
de la conserver en solution alcoolique (Saury, 1977)( griffe, 1970), c’est en 1330
également qu’un alchimiste catalan, Raymond Lulle, dit Iillumin ; aurait isolé pour la

premiére fois 'essence de romarin (Lamendin, 2004).
1-2. Description botanique :

Le romarin ou encensier (Rosmarinus officinalis) est aussi dit « romarin des
troubadours ». « Rose marine » « herbe aux couronnes », il dégage une odeur

d’encens Camphrée (Lamendin, 2004).

Dans sa région d’origine, le romarin atteint 2 m de hauteur. Mais, plus au nord, il

reste beaucoup plus petit, et n’atteint que rarement 1 m.

Ce sous arbrisseau (Boullard, 2001), de 1 m a 1.50 m de haut, possédant de nombreux
rameaux, des feuilles persistantes, vert sombres sur la face supérieure, blanchatres sur
la face inferieure (figure 8). Le bord du limbe est enroulé vers la face inférieure. Les
fleurs bilabiées ont une corolle bleu péale maculée de taches violettes. Elles ne
possedent que deux étamines. Ainsi que le romarin est une espéce de jardin bien
connue pour son odeur d’encens, camphrée cultivée pour ces feuilles aromatiques
utilisées comme condiment ou aromate et pour son huile volatile, présente dans les

poils glanduleux. (Sell et al., 2002).
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e Figure 8 : Sommité fleurie et fleur isolée de Rosmarinus officinalis (Boullard,
2001)

e Classification de plante

La classification de plante (Quezel et Santa, 1962) est répartie comme suit :

Romarin
Régne Plantes
Sous régne Plantes vasculaire
Embranchement Spermaphytes

Sous embranchement Angiospermes

Classe Dicotylédones
Sous classe Gamopétales
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae (ou labiées)
Genre Rosmarinus

Espece

Rosmarinus officinalis L.

1.3. Utilisation de romarin :

1.3.1. Usage culinaire :

Le romarin a une saveur piquante et parfumée assez prononceée, I'utiliser a

petites doses afin de ne pas masquer la saveur des aliments.
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Il est tres estimé dans le sud de la France et en ltalie ou on l'incorpore a une grande
guantité de mets, telles les soupes, les farces, les sauces, les marinades. Il aromatise
également les pates alimentaires, les ragouts, poissons, ...etc. (Scimeca et Tetau,
2005).

Il est signalé aussi que le romarin était également efficace pour retarder 'oxydation des

lipides pendant le stockage des viandes (Ricke et al., 2012)
1.3.2. Usage médicinal :

Le romarin est utilisé pour soulager les méfaits liés aux exces de boisson,
stimule également I'appétit, bénéfique en cas de lourdeurs d’estomac et autre troubles
digestifs. Ainsi son essence est un stimulant aromatique comme beaucoup de labiées,
aussi un cholagogue, un cholérétique et un diurétique. Les flavonoides et l'acide
rosmarinique jouent un réle important dans son action. Lallement-Guilbert et Bezanger-
Beauquesne (1970), ont mis en évidence les propriétés spasmolytiques de I'extrait

flavonique (Lahsissen, 2009).
1.3.3. Autres usages :

Le romarin est utilisé aussi en parfumerie. Il sert d’élément de base dans la
composition d’'onguents, de savons et de champoings. Leur huile essentielle utilise pour

éloigner les moustiques frottée sur les champs.
1.4. Exigences écologiques et pédologiques de la plante :

Le romarin est une plante thermophile, mais le jeune plant peut craindre les gelées. Sur
les rivages marins, on le rencontre jusqu’a 1500 m d’altitude. Si 'espéce se rencontre
souvent en terre calcaire, on peut aussi le rencontrer sur sol acide quand la pinéde est
peu favorable a d’autres espéces (Guy-Gilly, 2005). Les sols argilo-calcaires a pH 7- 8

sont les plus favorables.

2. Huile essentielle du Rosmarinus officinalis. L :

a. Composition chimique :

La composition qualitative de cette huile essentielle est relativement fixe, par contre
les proportions des composants varient en fonction de l'origine géographiques et des

conditions du milieu (Besombes, 2008).
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Il existe trois variétés de romarin, de provenance différente: le camphré de France, le
cinéole d’Afrique du Nord et le verbénone de Corse. Elles ont des vertus différentes et
des odeurs différentes. Ainsi, l'huile essentielle de romarin, présente 3 Chémotypes
différents. La composition chimique de certaines huiles essentielles de Romarin est
présentée dans les tableaux, seuls les composés majoritaires (ayant une teneur

supérieure a 5 %) sont mentionnés dans ces tableaux : (Ouassila, 2010).

Tableau 2 : Composants majoritaires (% > 5.0) d’huiles essentielles (a cinéol et

camphre) de I'espéce Rosmarinus officinalis

Localité et pourcentage (% ) de composé

Compose L - . . Afrique | Turquie
Algérie | Tunisie | France | Serbie | Grec | Chine du Sud (Mersin)

a-pinene 45 - 20.8 - - 19.43 18.18 9.4 14.9
Camphéne 7.2 5.9 5.1 - - 11.52 6.08 - -
1,8-cinéole 12.2 331 36.9 52.20 12.89 27.23 31.12 50.7 7.43
Camphre 14.6 18.0 34.2 10.08 22.24 14.26 30.12 5.9 4.94
Terpinen-4-ol - 6.0 - - - - - - -
Bornéol 10.6 8.0 - - 7.37 - - 6.8 -
Pipéritone - - - 6.68 - - - - 23.7
a-terpéniol 5.2 - - - 5.67 - - 6.8 -
giry;(/joephyllene 10.9 i i i i ) i i i
B-pinene 8.5 - - - - 6.71 - - -
Camphréne - - - - - 19.43 18.18 - -
Linalol - - - - - - - - 14.9

Source : Ouassila, 2010
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Tableau 3 : Composants majoritaires (% > 5.0) d’huiles essentielles (& verbénone) de
'espéce Rosmarinus officinalis.

Composé Localité et pourcentage (% ) de composé
Maroc | Espagne | Portugal | Italie | Argentine Turquie
a-pinéne - - - - - 14.2
1,8-cinéole 11.6 11.09 - 7.26 - 12.1
Camphre 11.6 13.12 55 14.6 33.6 16.1
Terpinen-4-ol - - - - 8.4 -
Bornéol 15.6 14.32 - 10.4 - 7.8
Pipéritone - - - 5.75 - -
a-terpéniol - 5.04 7.2 - 8.2 -
Verbénone 11.2 11.75 35.4 21.76 24.9 111
Caryophyllene - - - - - 6.0
Oxyde
E- - - - - 14.8 -
caryophyllene
Linalol 5.4 - - - - -
3-octanol - 11.92 - - - -
Source : Ouassila, 2010

Tableau 4 : Composants majoritaires (% > 5.0) d’huiles essentielles (a cinéol) de
'espéce Rosmarinus officinalis.

Composé Localité et pourcentage (%) de composé
Tunisie Brésil Turquie
a-pinéne 13.45 37.22 12.57
Camphene 5.86 3.97 -
1,8-cinéole 43.49 23.76 44.42
Bornéol 60.14 - 8.52
B-pinéne 8.36 - 5.18
Camphréne 8.95 - -
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b. Caractéristiques physico-chimiques :

Au niveau des caractéristigues physico-chimiques, nous distinguons aussi deux

grands types de romarin. Toutefois ces propriétés sont assez proches, excepté au

niveau de la miscibilité a I'éthanol a 80 % (Ouassila, 2010).

Tableau 5 : Caractéristiques physico-chimiques de I'huile essentielle du romarin

Caracteéristiques physico-

Types Maroc et Tunisie

Type Espagne

chimiques
liquide, mobile, limpide,
incolore a jaune pale,
Aspect odeur caractéristique,
agreste, cinéolée, plus ou
moins camphrée
Densité min. = 0, 907 max. = 0, 920
Indice de réfraction min. = 0, 895 Max=0.905
20°C min. =1, 464 O max. =1,470 O
Pouvoir rotatoire a20c® min.=1.4670 max=1.4730

Miscibilité a I'éthanol a

Entre-2°et+5°

Entre-5°et+5°

pas plus de 2 volumes

d’éthanol a 80° avec 1

a20°C volume d’H.E. Pour 20 volumes, avec parfois
obtenir une solution
limpide.
Indice d'acide une opalescence maximum = 1
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Tableau 6: Les normes AFNOR d’HE de Rosmarinus officinalis

Liquide mobile, limpide

Aspect
incolore a jaune pale ou jaune verdatre
Couleur
caracteéristiques, agreste, cineolée plus ou moins camphrée
Odeur

Minimum : 0.907
densité relative a 20°C,

Maximum : 0.920

dip
compris entre - 2° et + 5°
Pouvoir rotatoire a 20°C Miscibilité a I'’éthanol a 80 %

L’indice d’ester Minimum : 2
Maximum : 15

L'indice de Réfraction Minimum:1.4640

Maximum:1.4700
L'indice d'acide Maximum:1.0
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c-Propriétés du Romarin :
c-1/Activité antibactérienne :

Les effets des extraits aqueux et méthanoliques du Romarin, sur la croissance du
Streptococcus sobrinus et sur l'activité extracellulaire de 'enzyme glucosyltransferase
ont été étudiés par les résultats ont suggéré que les extraits du Romarin peuvent
empécherla lésion de la carie en inhibant la croissance du Streptococcus sobrinuset
peuvent aussi éliminer les plaques dentaires par suppression de l'activité de la

glucosyltransférase. (Tsai et al ,.2007) .

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

a été empéchée par cet extrait d’acide carnosique. (WECKESSER et al, 2007).
c-2/Activité antifongique :

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

En utilisant la technique standard de diffusion sur gélose, ont évalué [lactivité
biologique de 11 huiles essentielles y compris celle du Romarin, les résultats ont
montré que de ces huiles ont une activité inhibitrice modérée sur les cing levures
(Candida albicans, Rhodotorulaglutinis, Schizosaccharo mycespombe, Saccharomyces

cerevisiae, Yarrowialy politica) examinées. (SACCHETTI et al,.2005).
c-3 /Activité antivirale :

L’évaluation de I'activité antivirale de I'extrait commercial du Romarin a indiqué qu’il ya
une inhibition de l'infection par le virus de l'immunodéficience humaine (HIV) a la
concentration tres basses. Cependant, le carnasol a montré une activité (anti-HIV) a
une concentration modérée qui n’était pas cytotoxique. (AruomaOl, Spencer JPE,
Rossir, Aeschbachr, Khana, Mahmoodn, Munoza, Murcia A, Butler J, Halliwell
B,.1996).
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c-4/ Activité ovicide :

L’huile essentielle du Romarin s’est avérée un agent ovicide contre trois especes de
moustique (Anopheles stephensi, Aedesa egypti et Culexquin quefasciatus).(Gui J et
ai,.2007).

Cette huile présente une activité répulsive contre les moustigues (Aedesa egypti).
(PRAJAPATI et al, 2005).

c-5 /Activité anti-oxydante :

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

En raison de ses propriétés anti-oxydantes, le Romarin est largement accepté en tant
qu’épices dont l'activité anti-oxydante la plus élevée. Plusieurs auteurs ont étudié
I'utilisation des extraits du Romarin comme antioxydant pour conserver les produits a
base de viande. (WANG et al, 2008).

c-6/Effet anti-cancérogéne :

Grace a certains composants (Carnosol, Rosmaridiphénol, Rosmanol et l'acide
rosmarinique), le Romarin est considéré comme une thérapie contre le
cancer.(QUEZEL P., SANTA S,.1963) .

C-7/Effet anti-acétylcholinestérase :

Des extraits aqueux et méthanoligues de 11 plantes utilisés dans la médecine
traditionnelles chinoise pour I'amélioration de la mémoire ont été examinées pour
évaluer leurs activités inhibitrices d’acétylcholinestérase en utilisant la méthode
colorimétrique d’Ellman. L’extrait méthanolique du Romarin a montré une inhibition
modérée (17%) de 'enzyme a une concentration de 0.1%.(ADSERSEN et al, 2006).

c-8/ Effet hypoglycémiant :

Les observation aprés I'administration oral de différentes dose de I'extrait éthanolique
du Romarin a 3groupes de lapins (lapins ayant une glycémie normal, lapins ayant une
hyperglycémie provoquée par lI'administration oral du glucose, lapins diabétiques
d’alloxane ont clairement montré que cet extrait exerce une activité hypoglycémiante
remarquable a une dose de200 mg /kg.(BAKIREL et al,.2008).
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c-9/ Effet anti-hépatotoxique :

De nombreuses études ont été réalisées pour étudier I'effet anti hépatotoxique du
Romarin, le travail a été concentré pour |'évaluation de [lefficacité de ['extrait
méthanoligue du Romarin pour normaliser certains parametres histologiques et
biochimiques du foie, aprés [lingestion d’un hépato toxine le tétrachlorure de
carbone(CCL4). les résultats ont indiqué que cet extrait a empéché la peroxydation
lipidique, ('information, lanécrose, normalisé les taux de la bilirubini, laglycogéne et
I'activité du l'alanine aminotransférase) et enfin il augmenté I'activité du glutathion-S-
transférase (GST).(MARIE et al,.2004).
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Chapitre lll : Généralités sur le monde microbien

Plusieurs chercheurs suspectaient I'existence des étre vivants invisibles provoquant les
maladies. Les premiéres observations au microscope furent sans doute réalisées entre
1625 et 1630 sur des abeilles et des charancons par I'ltalien Francesco Stelluti a I'aide
d’'un microscope probablement fabriqué par Galilée. Cependant la premiére personne
qui réellement observa et décrivit des microorganismes est un Hollandais, amateur de
microscope. (ESCOTT, HARLEIN, KLEIN, 2006).

1- Réle des microorganismes dans les maladies :

Ces organismes engendrent des maladies chez les étres humains, les animaux et les
végétaux en attaquant les cellules vivantes et en les divisant et en produisant des
substances toxiques appelées toxines. Les organismes responsables peuvent mourir,
mais la toxine peut rester et engendrer la maladie (P.BERCHE et al ., 2002) Citons par
exemple le Staphylocoque, la Salmonelle et le Clostridium, qui empoisonnent la
nourriture, le Salmonella typhi (provoque la fiévre typhoide), le Clostridium letani
(provoque le tétanos), et le Corynebacterium diphtheriae (provoque la diphtérie)
(ESCOTT,HARLEIN, KLEIN ,2006).

2- Infection :

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

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

2- inhalations d’aérosols ou des particules associés a des bactéries (vois respirations).
3- inoculation cutanées par contacte direct ou indirecte (vois cutanés).

4-inoculation muqueuse direct par la salive ou la sécrétion sexuelle.

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

...) par traumatismes ou manipulation iatrogénes (ESCOTT, HARLEIN, KLEIN ,2006).

3- Bactériologie médicale :

Ce nous savons du réle se la flore normale dans le domaine de la santé et de la
pathologie provient surtout de travaux dont on ne peut tirer que des arguments indirects
:études avec des animaux stériles, observation de patients sous antibiotique, etc. on

pense que, du point de vue immunologique et microbiologique, la flore normale
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contribuerait a préservé notre santé, surtout en éloignant les germes qui pourraient
nous infecter ,et peut — étre aussi en entretenant un niveau de stimulation
immunologique permanent dans l'organisme (ESCOTT, HARLEIN, KLEIN, 2006).

4- Bactéries Gram négatif :

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

4-1- Genre Pseudomonas :

Bacilles a Gram négatif, mobiles par une ciliature polaire, rarement immobiles, non
sporulés. Bactéries chimio-organotrophes avec un métabolisme strictement respiratoire
avec comme accepteur terminal d'électrons I'oxygene en aérobiose et pour certaines
espéces le nitrate en anaérobiose avec synthése d'une nitrate-réductase (respiration
des nitrates). Oxydatifs ou inactifs dans I'épreuve de Hugh et Leifson. Presque toujours
oxydase (+) c'est-a-dire possédant pour la plupart une chaine cytochromique complete
comprenant le cytochrome C et un cytochrome C oxydase. (FAUCHERE et AVRIL,
2002) et (JUDD et al., 2002).

4-2- Actinobacter :

Il s'agit de coccobacilles, courts, souvent en diplocobacilles, immobiles, a Gram négatif.
Ce sont des aérobies stricts, souvent encapsulés, ne réduisant pas les nitrates,
catalase (+), oxydase (-). Prototrophes, ils peuvent croitre sur un milieu minéral avec
une source de carbone simple. GC 39 a 47 moles %.( JEAN-PIERRE, 2006). Bactérie
ubiquitaire, Atinobacterse trouve principalement dans le sol et I'eau (douée, marine), les
eaux d'égouts, isolée parfois dans le lait et les produits laitiers, dans les aliments. Elle
est tres frequemment isolée chez I'homme : peau, salive, urine, conjonctive. Elle figure
parmi les bactéries de la flore résidente normale du revétement cutané. (ESCOTT,
HARLEIN, KLEIN, 2006).
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4-3- Salmonella :

Les Salmonella autres sont avant tout des parasites du tube digestif de 'homme et des
animaux. Les sérotypes qui, contrairement aux précédents n'‘ont pas de spécificité
d'h6te, sont dits ubiquitaires. Apres la maladie, certains sujets restent porteurs sains et
éliminent pendant plusieurs mois des Salmonella dans leurs selles. Les Salmonella sont
retrouvées dans le milieu extérieur, dans les eaux d'égout en particulier. Des
Salmonella sont aussi frequemment retrouvées dans les farines de poisson ou poudres
d'os utilisées pour I'alimentation des animaux. (SCHAECHTER et al ,1999).

La contamination de I'nomme se fait par voie buccale. La fréquence des infections a
Salmonella est en augmentation. Elle est favorisée par le développement des repas pris
en collectivité ou les aliments sont préparés bien avant d'étre consommés et dans

lesquels les bactéries peuvent se multiplier. (SCHAECHTER et al., 1999).
4-4- L'espéce E. coli :

E. coli est une espece commensale du tube digestif de I'nomme et des animaux. Dans
I'intestin, E. coli est I'espece aérobie quantitativement la plus importante, présente a
raison de 109 corps bactériens par gramme de selles. Cette population bactérienne ne
représente qu'environ 1 %o de celle des anaérobies (voir encadré sur la flore du tube
digestif).(NAUCILIEL C et VILDE J.L ,2005). La recherche d’E. Coli dans l'eau
d'alimentation (colimétrie) est fait pour apprécier sa potabilité. La présence d’E. Coli
dans l'eau est le témoin d'une contamination fécale récente et la rend impropre a la
consommation (JEAN-PIERRE, 2006).

5- Bactéries a Gram positif :

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

5-1- Staphylococcus aureus

Cocci a Gram positif, appartient a famille des micrococaceae, ubitquitaire qui retrouve

dans le sol, l'air et I'eau, c’est un commensal de la peau et des muqueuses de 'lhomme,
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on le trouve a I'état normal dans I'oropharynx, les fosses nasales, dans les selles et au
niveau du périnée ou des aisselles (BASSOU et CHAKOU, 2006).

S.aureus résistante a plusieurs antibiotiques difficiles a traiter aux médicaments
(DOUH, KHALIFA, 2006). Les staphylococcus aureus produisent des toxines comme
hémolysine (DOUH, 2006). et les entérotoxines qui provoquent habituellement de
vomissement et souvent la diarrhée peu de temps aprés l'ingestion de nourriture
contaminée (LAVERGNE et BURDIN, 1973).

5-2- Streptococcus :

Le genre Streptococcus rassemble des espéces bactériennes qui ont en commun un
certain nombre de caractéeres. Ce sont des cocci a Gram positif, sphériques ou ovoides,
disposés en paire pour former des diplocoques et pouvant se présenter sous forme de
chainettes parfois longues, ils ne sporulent pas. lls ne possédent ni catalase (a la
différence des staphylocoques), ni oxydase (a la difféerence des Neisséria).
- lls peuvent se développer en aérobiose, ont un métabolisme fermentatif et sont a
considérer comme des anaérobies tolérant I'oxygene. Des bactéries anaérobies strictes
ont la méme morphologie et appartiennent au genre Peptostreptococcus. (ESCOTT,
HARLEIN, KLEIN, 2006).

6- Résistance des bactéries Gram- a certaines huiles essentielles :

Chez les bactéries a Gram+, le peptidoglycane est trés épais et associé a des
protéines pariétales exposées et a des structures polyosidiques (acides lipoteichoiques,
acides teichoiques...). Par contre chez les bactéries a Gram-, le peptidoglycane est trés
fin et associé a une enveloppe externe complexe définissant un espace périplasmique.
Cette membrane externe est une bicouche lipidique asymétrique hydrophobe constituée
de phospholipides, de protéines (porines...) et lipopolysaccharides (LPS). L'espace
périplasmique est rempli d'enzymes qui dégradent les substances complexes pour
gu'ils puissent traverser la membrane cytoplasmique, et inactivent les produits
chimiques toxiques (antibiotiqgues, métaux lourds...) (FOUZIA DJENADI, 2011).

7- L’activité biologique d’huiles essentielles :

Les H.E. possedent de nombreuses activités biologiques. Selon les travaux ( E.

VAGI,B. SIMANDI, A. 2005), ces activités sont liées essentiellement a la composition
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chimique, aux groupes fonctionnels des composés majoritaires de ces extraits et a leurs
effets synergiques. Empiriquement reconnue depuis des siécles, la confirmation
scientifique de Il'activité antimicrobienne des H.E. est récente. Elle ne date que du début
du siecle dernier avec les travaux du Dr GATTFOSSE, le pere de I'aromathérapie en
France. Beaucoup d'études ont été réalisées au sujet de l'activité antimicrobienne des
extraits de plantes et de leurs H.E.qu'elles soient citées dans des ouvrages, dans des
journaux spécialisés de microbiologie ou présentées lors de congrés d'aromathérapie
scientifique. Cette activité a été utilisée dernierement pour la conservation du
patrimoine bibliographique des musées évitant ainsi l'altération des ouvrages par des
petits animaux nuisibles, et elle est naissante pour traiter la qualité de l'air dans les
batiments (FOUZIA DJENADI, 2011).

On attribue aux extraits de plantes aromatiques et notamment aux H.E. un certain
nombre d'activités biologiques potentielles susceptibles de trouver des applications en
agroalimentaire (A. ZAMBONELLI ,2004).

8- Mécanismes d'action des huiles essentielles sur les bactéries :

Les mécanismes d'action des H.E. et leur sélectivité envers certaines bactéries restent
jusqu'a présent mal élucidés, Selon ces auteurs, cette sélectivité est le résultat de la
composition variée des fractions actives des huiles, qui présentent souvent des actions
synergiques. |l semble que le mécanisme d'action de ces huiles est lié essentiellement
a la structure de la paroi et a la perméabilitt membranaire des bactéries & Gram+ et
Gram -.(AGNIHOTRI, S. et al ., 2003).

BOUDJEMAA et al .,2010a examiné le mécanisme d'action des H.E. des Clous de
girofle et d'origan (Origanumvulgare) simultanément avec ceux de deux de leurs
composants, le thymol et lI'eugénol, sur des bactéries: E. coli et Bacillus subtiliset qui
ont été utilisées respectivement comme modéles de bactérie Gram+ et Gram-. Les
deux H.E. tout comme leurs deux composants ont été capables d'induire une lyse
cellulaire. Cette action a été démontrée par la libération de substances absorbantes a
260 nm. Cette libération de substances associée a la rapide mortalité bactérienne
pourrait étre la conséquence de lésions sur les enveloppes induites par les agents
antibactériens. L'utilisation d'un microscope €lectronique a permis de montrer que les

H.E. attaguaient en méme temps les membranes et les parois cellulaires.
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Chapitre IV : Matériel et méthodes

e Matériel :
1. Matériel végeétal :

Le matériel végétal utilisé est formé par des rameaux des sommités de romarin.

Ces rameaux sont constitués entierement des feuilles et des fleurs.

£ =
== JESE == =SS =

Figure 9 : Rosmarinus officinalis (photo originale2016).

2. Présentation des régions d'étude :

2-1. Région de Blida:

La zone de préléevement des échantillons se situe dans la station expérimentale de

la faculté des sciences de la nature et de la vie de I'Université de SAAD DAHLAB de

Blida 1. Notre station fait partie des plaines de la Mitidja comme étant la plus vaste

plaine sublittoral de I'Algérie.

Situation géographique de la région :

Algérie

Figure 15 : Carte de Blida (source : Carte Microsoft 2006)
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2.2- Région Djelfa :

La zone de préléevement des échantillons se situe dans La wilaya de Djelfa faisant

partie de la région des hauts plateaux, se situe dans la partie centrale de I'Algérie

Situation géographique de larégion :

N
’ : //---D S Tas Médéa ?{ﬁ‘-\zf\. Tissemssilt
it | — 2
gk Y Msila
Sy, N ) U A
- \ki:/lr'
Tiaret f-<"'~/ G AN

Algérie

Quargla

Figure 16 : Carte de Djelfa (source : carte Microsoft 2004)

3. Matériel biologique :
Les souches microbiennes utilisées (tableau 7), consistent en des souches isolées a
partir des malades et des souches de référence obtenues de ’American Type Culture

Collection (ATCC) fournis par Laboratoire d’hygiene.

Tableau 7. Souches microbiennes et leurs origines

Souches microbiennes Origine
ATCC Isolats a partir des malades
Escherichia coli (Gram-) (ATCC25922) Urine
Staphylococcus aureus (Gram+) (ATCC25923) Urine
Pseudomonas aeruginosa (Gram- (ATCC27853) Pus
Candida albicans Urine

4. Traitement du matériel végétal

Les échantillons ont été cueillis durant le mois d’Avril, ensuite ils ont été séchés a
I'air libre et déposés a I'ombre. lls ont été étendus en une seule couche sur les
paillasses et tournés de temps en temps afin d’éviter tout risque de fermentation qui

pourrait altérer la qualité des huiles essentielles.
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4-1. Méthode d’échantillonnage :

Pour chaque région d’étude on a pris au hasard des arbustes sains, sur lesquels on
a pratiqué I'échantillonnage qui a été effectué durant le printemps (4-11 Avril).
Les rameaux coupés sont les jeunes pousses de I'année. Ces rameaux échantillonnés
sont garnis de feuilles et de bouquets de fleurs. Ainsi récoltés, une partie est séchée

sous I'ombre.

a- oot gy ST TN T b_
a-Feuilles de Romarin de Région de Blida ;
b-Feuilles de Romarin de Région de Djelfa ;

FigurelO : Feuilles séchées (photo originale)

5- Localisation du lieu d’expérimentation :

Notre travail a été réalisé au niveau du laboratoire de Physiologie végétale du
département de biotechnologie et de Laboratoire d’hygiéne a Ferroudja, dans

laboratoire de microbiologie.

6- Extraction de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis :

v' Méthode d’extraction

Parmi les différentes techniques d’exploitation des plantes aromatiques, on a opté
pour l'extraction des huiles essentielles par la méthode d’entrainement a la vapeur
d’eau. Les principales raisons de cette extraction sont liées a la facilité de la mise en
ceuvre du procédé et pour la qualité des huiles essentielles obtenues lors de cette

méthode.

Cette technique est simple, peu colteuse et n’a pas une influence sur

I'environnement puisqu’elle ne requiert aucun produit toxique.
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v' Présentation du dispositif
Le dispositif expérimental comprend principalement :

e Un chauffe Ballon ; (Ballon de 1 litre remplie au 2/3 d’eau) ;

e Un ballon contenant la matiére végétale (Ballon de 1 litre remplie au 2/3
d’eau);

e Clevenger relié au ballon et relié a un systeme de refroidissement

e Une ampoule a décanter pour récupérer I'hydrolat (eau+ huile essentielle).

Figure 11 : clevengére (photo originale2016).
v" Mode opératoire

1¢¢ étape : extraction

La matiere végétale est placée dans le ballon pour étre émergée dans 'eau distillée est
portée a I'échantillon.

La vapeur passant a travers le matériel végétale, transporte I'huile essentielle vers le
réfrigérant puis elle est récupérée a la sortie du condenseur.

2¢me étape : séparation liquide-liquide

L’huile essentielle est séparée de l'eau par différence de densité a l'aide d’une
ampoule a décanter.
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Figurel2 : Huiles essentielle de Romarin région Blida et Djelfa
7- Préparation de I’extrait méthanolique :

e lére Etape

La partie fraiche du végétale doit étre lavée a I'eau de robinet puis deux fois par
'eau distillé. Sécher a I'air libre pendant une semaine a 'ombre en faire rincer la
matiére végétale et laissé sécher toute au long d’'une semaine entre (26°+£2°),

Broyer trés finement.

e 2éme Etape :

» Mettre 10g de la poudre de végétal (Romarin de deux Région Blida Djelfa) ;
» Dans 100ml de méthanol : porter le mélange a l'agitateur pendant 24h (T :
25+2C°) filtrer et garder le filtrat obtenu aprés récupére I'extrait avec Rotavapeur

selon les étapes suivantes :
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Agitation

d

Filtration

J

Rotavapeur

I

Récupére I’extrait méthanolique

Figureld : les étapes de préparation de I'’extrait méthanolique.

» Préparation des solutions :

Les extraits ont été repris avec le Dimethylsulfoxyde (DMSOQO). Des dilutions en série
de 1/2 a 1/16 ont été ensuite réalisées pour obtenir des concentrations de 500 a
62.5mg/ ml.

Les concentrations travaillées :

» 62.5mg/ml (62.5mg de I'extrait méthanolique de deux région Blida ; Djelfa dans
1ml de DMSO.

> 120mg /ml (120mg de l'extrait méthanolique de deux région Blida ; Djelfa dans
1ml de DMSO.

Préparation des solutions de I’extrait méthanolique a différentes
concentrations

EM. Blida ﬁ EM. Djelfa

e (C1=62.5mg/1ml DMSO
e (C2=120mg/1m|I DMSO
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8- Parameétres étudiés :

8-1. Rendement en huiles essentielles

Selon les normes d’AFNOR (2000), le Rendement en Huiles Essentielles (RrEe) est
défini comme étant le rapport entre la masse d’huile essentielle obtenue aprés
I'extraction (Mn) et la masse de la matiere végétale utilisée (Mmv) séche ou fraiche.

Le rendement est exprimé en pourcentage et donné par I'expression suivante :
RHe (%) = Mu/ Mmv
Ou : Mu: la Masse d’Huile Essentielle en gramme.
Mmv : la masse de la matiere végétale (seche ou fraiche) utilisée en gramme.
Rue : Rendement en Huiles Essentielles
RHE(Blida)=0 ,09%
RHe(Djelfa)=0 ,08%

8-2. Caractéristiques organoleptiques
L’appréciation des caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles consiste a

évaluer l'aspect, I'odeur, la couleur et la flaveur ; en utilisant les sens.

Tableau 8 : Caractéristiques organoleptiques de I'HE de Romarin

Origine Aspect couleur Odeur et saveur
Huile Odeur
essentielle de o caractéristique de

(région de visqueux

Blida)

Huile Odeur
essentielle de o ) _ caractéristique de

Romarin quglde moins Rouge brique l'espéce
(région de visqueux

Djelfa)

Huiles Odeur
essentielle de o caractéristique
romarin norme Liquide Jaune pale fraiche, plus ou

d'AFNOR mobile, limpide vert moins C?mphree
selon l'origine
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9. Technique en milieu solide : Méthode des aromatogrammes et méthode de
micro atmospheres :
Les deux meéthodes sont décrites par Bolou (2011) et elles consistent a méme
principe :

» Préparation des suspensions microbiennes

- A partir de colonies jeunes de 18 a 24 h, une suspension bactérienne est
réalisée dans I'eau distillée stérile pour chaque souche.

- La turbidité de cette suspension est ajustée a 0,5 Mc Farland puis diluée
au 1/100. On obtient alors un inoculum estimé a 108 unités formant colonie par
millilitre (ufc/ml).

» Mise en test

- Linoculum préparé précédemment est ensemencé par écouvillonnages
sur des boites de Pétri contenant la gélose Mueller-Hinton et sabouraud pour
leveurs.

- A l'aide d’'une pince stérile, on préléve un disque de cellulose (disque de
référence (diametre : 6mm) et I'imbiber avec I'H.E jusqu’a I'imprégnation totale
du disque (40ul), par micropipette.

- Ces disques sont ensuite délicatement déposés a la surface de la gélose.

- Les boites de Pétri sont d’abord laissées pendant 1h a la température
ambiante pour une pré-diffusion des substances, avant d’étre incubées a 37°C a
I'étuve pendant 24 h pour les Bactéries et25°C pendant 48h pour leveurs .

- L’activité antibactérienne est déterminée en mesurant le diametre de la
zone d’inhibition autour de chaque disque.

- L’expérience est répétée trois fois pour chaque H.E et pour chaque extrait
méthanolique de chaque organisme pathogéne.

» Lecture
La lecture se fait par la mesure du diameétre de la zone d’inhibition autour de chaque
disque a l'aide d’une régle en (mm). Les résultats sont exprimés par le diamétre de la
zone d’inhibition et peut étre symbolise par des signes d’apres la sensibilité des

souches vis-a-vis des H.E (Ponce et al, 2003)

¢ Non sensible(-) ou résistante : diamétre<8mm.
e Sensible (+) : diamétre compris entre 9 a 14mm.
e Trés sensible (++) : diameétre compris entre 15mm.

Extrémement sensible (+++) : diametre20mm.
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» Techniques d’aromatogramme :

Préparation des solutions des souches

I

Ecouvillonné les boites de pétri préparées aves les solutions des souches

microbiens

Imbibée les disques et mettre 3 répétitions dans une seule boite de pétri

I

Les boites sont préparée a étuvées

Lecture
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Chapitre V : Résultats et discussions

1. Rendement en huiles essentielles

Les résultats du rendement en huiles essentielles de Romarin sont présentés
dans le tableau(9) et traduits en histogramme, figure(17).

Tableau 9 : Rendement en huiles essentielles du Romarin (Rosmarinus officinalis)

Régions Rendement en %
Blida 0. 09
Djelfa 0. 08

D’aprés le tableau, le rendement en huiles essentielles de la région de Blida est
de 0.09% et celui de Djelfa est de 0.08%.

0,092

0,09
0,088
0,086
0,084
0,082

0,08
0,078
0,076
0,074

H Blida

M Djelfa

Figurel7 : Rendement en huiles essentielle du Romarin.

Les résultats obtenus par Okoh et al (2010), Panizi et al. (1996), qui ont travaillé sur
des feuilles fraiches, a révélé un taux de l'ordre de 0.31%, 0.45% respectivement ;

donc nos résultats sont tres faibles par rapport a ceux obtenu par a celui trouvé par
Okoh et al (2010), Panizi et al. (1996).
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2. Caractéristiques organoleptiques de [I'huile essentielle de Romarin

(Rosmarinus officinalis)

Les échantillons de I'huile essentielle de romarin obtenu par entrainement a la

vapeur d’eau, sont représentés par la figure(18)

A- B-

A-I'huile essentielle de Blida. B-I'huile essentielle de Djelfa.
Figure 18 : L’huile essentielle de romarin
3- Résultats de Tests antimicrobiens
Aromatogramme

Les observations effectuées sur l'effet d’'HE et I'extrait méthanolique de Romarin de

deux régions sur la croissance des souches testées :

» Esherichia.coli (Gram-).
» Staphylococcus aureus (Gram+).
» Pseudomonas aeruginosa (Gram-).

» Candida albicans.
Sont représentées dans le tableaulO.

» EMBC1: extrait méthanolique de romarin de la région de Blida a
concentration(1) (C1=62.5mg /1m| DMSO).

» EMDC1: extrait méthanolique de romarin de la région de Djelfa a
concentration(1) (C1=62.5mg /1ml DMSO).

» EMBC2: extrait méthanoligue de romarin de la région de Blida a
concentration(2) (C2=120mg /2ml DMSO).

» EMDC2: extrait méthanolique de romarin de la région de Dijelfa a
concentration(2) (C2=120mg /1ml DMSO).
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Tableau 10 : Résultats des zones d’inhibition

Diamétre des zones d’inhibition (mm)

Souches HEB HED EMBC1 | EMBC2 | EMDC1 | EMDC2
Escherichia .coli 15(++) 19(++) 0(-) 0(-) 0(-) 8(-)
Staphylococcus 17(++) 24(+++) 15(++) 16(++) 14(+) 16(++)

aureus
Pseudomonas 0(-) 0(-) 20(+++) 10(+) 0(-) 14(+)
aeruginosa
Candida albicans 0(-) 0(-) 0(-) 0(-) 0(-) 0(-)

I'Huile essentielle de Rosmarinus officinalis des deux régions ( Blida et Djelfa) a
(15 +

Pseudomonas aeruginosa

inhibitrice vis-a-vis  Esherichia .coli
0.01mm),

concernant I'huile de Blida et I'huile

montré une activité antimicrobienne
0.01mm),
(0+£0.01mm ), candida albicans (0+0.01mm)
essentiel de Djelfa Esherichia .coli (19 £ 0.01mm) et Staphylococcus aureus (24 +

Staphylococcus aureus (17 =+

0.01mm) et Pseudomonas aeruginosa (0£0.01mm) et candida albicans (0+0.01mm)
On trouve que il ya une activité antimicrobienne modérément inhibitrice chez
Esherichia .coli pour les 2 huiles (Blida ,Djelfa) et fortement inhibitrice chez
Staphylococcus aureus dans I'HE de Djelfa et modérément inhibitrice dans I'HE de
Blida et une activité non inhibitrice chez Pseudomonas aeruginosa et candida albicans

dans les deux HE (Blida, Djelfa).

l'extrait ~méthanoligue de Rosmarinus officinalis dont la concentration

(62.5mg /ImIDMSO) dans les deux régions (Blida et Djelfa) a montré une activité
0.01mm) et
Pseudomonas aeruginosa (20+0.01mm) et non inhibitrice chez candida albicans

antimicrobienne inhibitrice vis-a-vis  Staphylococcus aureus (15 *
(0+£0.01mm) et Escherichia .coli (0+0.01mm) concernant I'extrait méthanoliqgue de Blida
et l'extrait méthanoligue de Djelfa: Staphylococcus aureus (14 + 0.01lmm) et
(0£0.01mm) et

il ya une activité antimicrobienne

Pseudomonas aeruginosa (0£0.01lmm) et candida albicans

Escherichia .coli (0£0.01mm), On trouve que
|égerement inhibitrice chez Staphylococcus aureus et une activité non inhibitrice chez
Escherichia .coli et Pseudomonas aeruginosa et candida albicans dans [Iextrait

méthanolique de Dijelfa .
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l'extrait méthanolique de Rosmarinus officinalis dont la concentration
(120mg /AmIDMSQO) des deux régions (Blida et Djelfa) a montré une activité
antimicrobienne : inhibitrice vis-a-vis Staphylococcus aureus (16 = 0.01mm) et
Pseudomonas aeruginosa (10+0.01mm) et non inhibitrice chez candida albicans
(0+0.01mm) et Escherichia .coli (0£0.01mm) concernant 'extrait méthanolique de Blida
et dans l'extrait méthanolique de Dijelfa : Staphylococcus aureus (16 + 0.01mm) et
Pseudomonas aeruginosa (14+0.01mm) et candida albicans (0£0.01lmm) et
Escherichia .coli (8£0.01mm), On trouve qu’ il ya une activité antimicrobienne
légerement inhibitrice chez Pseudomonas aeruginosa et une activitt modérément
inhibitrice chez Staphylococcus aureus et une activité non inhibitrice chez candida
albicans concernant les deux EM et une activité non inhibitrice chez Escherichia .coli

dans EM de Blida et une activité légerement inhibitrice dans 'EM de Dijelfa.

La photographie suivante montre les diamétres d’inhibition de chaque souche :

a-
a- Escherichia .coli . c- Staphylococcus aureus.
b- Pseudomonas aeruginosa. d- candida albicans

Figure 20 : Effet antimicrobien de I'huile essentielle de Romarin région de Blida vis -a —

vis des souches microbiennes.
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d-
a- Escherichia .coli. c- Staphylococcus aureus.
b- Pseudomonas aeruginosa. d- Candida albicans

Figure21l : Effet antimicrobien de I'extrait méthanolique de Romarin région de Blida vis -

a —vis des souches microbiennes.

b- d-
a- Escherichia .coli . c- Staphylococcus aureus.
b- Pseudomonas aeruginosa. d- Candida albicans

Figure22 : Photos originale : Effet antimicrobien de I'huile essentielle de Romarin

région de Djelfa.

50



a- Escherichia .coli. c- Staphylococcus aureus.
b- Pseudomonas aeruginosa. d- Candida albicans

Figure 23 : Effet antimicrobien de I'extrait méthanolique de Romarin région de Djelfa.

v Les Histogramme des zones d’inhibitions avec toutes des souches microbiennes :

zone d'inhibition vis-a-vis I'huile essentile

M zone d'ihnibition

Figure32 : Histogramme présentant les zones d’inhibition avec les deux HE (Blida et Djelfa).

zone d'inhibition vis-a-vis I'extrait méthanolique
¢=62.5mg/1ml DMSO

0 T T T T T T ! M Zone d'inhibition
N 8 N

& SO & SO (3(\ 06
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Figure33: Histogramme présentant les zones d’inhibition avec les deux EM (Blida et Djelfa).
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zone d'inhibition vis-a-vis I'extrait méthanolique
¢=120mg/1ml DMSO
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Figure34 : Histogramme présentant les zones d’inhibition avec les deux EM (Blida et
Djelfa).
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Discussion :

D’aprés les representations graphique de sensibilité des souches on trouve que :
Pour les huiles essentielles :

Escherichia coli (Gram-) et Staphylococcus aureus (Gram+) ont montré une sensibilité
a Dijelfa.l'huile essentielle de Blida et Djelfa mais elles sont becoup plus sensible a 'HE
de des Bateries sensibles dans 'HE de Blida et Djelfa.mais elles sont becoup plus

sensible dans I'HE de Djelfa que celui de Blida.

Pour Pseudomonas aeruginosa (Gram-) et Candida albicans (leveure) ne sont pas
sensible a 'HE Blida ,Djelfa.

Concernant les extraits méthanolique : Escherihia coli (Gram-) : est pas sensible a 'EM
de Blida lesdeux concentration et Djelfa a concentration=62.5mg /1ml DMSO. Mais elle

est sensible a 'EM de Djelfa a concentration=120mg /1ml DMSO.

Pseudomonas aeruginosa (Gram-) et Staphylococcus aureus (Gram+) : elles sont tres
sensibles a 'EM de Blida dans les deux cocentration mais Pseudomonas aeruginosa

est n’est pas sensible a 'EM de Djelfa dans la cocentration=62.5mg /1m| DMSO

Mais pour les concentration=120mg /Aml DMSO elles sont sensibles aux deux EM
Blida ,Djelfa .

Candida albicans (leveure) n'est pas sensible a 'HE et 'EM pour les defferentes

concentrations .

D’autre part par apport HE et EM on trouve que la Bacterie Pseudomonas aeruginosa
(Gram-) est sensible vis-a-vis de I'extrait méthanolique que I'HE et la Bacterie
Escherichia coli (Gram-) est sensible vis-a-vis de 'HE que 'EM de Basse concentration
(62.5mg/1ml DMSO) mais dans le haute cocentration=120mg/1ml DMSO de EM elle

est sensible.

Les huiles essentielles attaquent les cellules par divers mécanismes antimicrobiens, y
compris la membrane ce qui perturbe les systemes d’enzymes et puis le matériel
génétique et la formation d’hyper oxydase causée par I'oxygénation des acides gras

insaturés.

Les propriétés antimicrobiennes des huiles essentielles de plusieurs plantes

aromatiques et médicinales ont été attribuées a leur profil chimique et surtout aux
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alcools terpéniques (Kurita et al., 1982 ., Bouchikhi, 1994., Tantaoui-Elarki et al., 1994 .,
Faid et al., 1996 ; Chang et al., 2001 , Karaman et al., 2001 , Baydat et al., 2004 , Pibiri,
2005 , Satrani et al., 2006). Leur spectre d’action est trés étendu, car elles agissent
contre un large éventail de bactéries, y compris celles qui développent des résistances
aux antibiotiques. Cette activité est par ailleurs variable d’'une huile essentielle a I'autre
et d’'une souche bactérienne a l'autre (Kalemba et kunicka, 2003). Selon Dormans en
2000, le principal facteur modifiant I'activité antimicrobienne d’HE est le type et la

structure moléculaire des composants actifs présents dans cette HE.

Selon Bouaoun et ses collaborateurs (2007), la plupart des composés chimiques des
H.E. sont dotés de propriétés antimicrobiennes, mais ce sont les composés volatils
majeurs qui présentent les propriétés antimicrobiennes les plus importantes, et en

particulier les phénols, les alcools et les aldéhydes.

Selon plusieurs études (Thomson et al., 2003 ,Burt, 2004 , Zhiri et al., 2005 , Viuda-
Martos et al., 2008), les interactions synergiques entre les différents composés peuvent
étre l'origine d’une activité beaucoup plus prononcée que celle prévisible pour les

composés majoritaires.

Le type des bactéries aussi a une influence sur I'effet des huiles essentielles ou il
était observé que les bactéries de gram — sont moins sensibles a I'action des huiles
essentielles que la bactérie de gram+; Les groupes moléculaires avec les plus
puissantes actions antimicrobiennes sont également fongiques efficaces mais ils

doivent étre utilisés sur de plus longues périodes.

Les huiles d’agrumes, de lavande, de menthe, de genévrier, de I'arbre a the, de thym
et d’eucalyptus se révélent particulierement efficaces contre les staphylocoques dorés

résistants et les entérocoques (May et al., 2000 Tohidpour et al., 2010)

Il est établit que le traitement de telles bactéries nécessite des concentrations

considérables d’agents antimicrobiens (Fleurette et al., 1995).

On peut dire que les souches qui attaquent I'étre humain sont trés sensibles a I'huile
essentielle que les souches végeétales. (D’aprés notre travail d’ingéniorat de
2013/2014).
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Conclusion

D’apres les résultats nous avons obtenu un rendement de (0, 09-0,08) % Blida-
Djelfa en 'huile essentielle de Romarin par I'entrainement a vapeur pendant une heure.
L’étude de ses caractéristiques organoleptiques, a montré qu’elle est presque conforme

aux normes AFNOR.

Le pouvoir antimicrobien a été évalué qualitativement et quantitativement de ces
huiles et des extraits méthanoliques vis-a-vis de certaines souches microbiennes
connues comme des souches pathogénes. Nous avons remarqué une activité élevee
vis-a-vis des souches Bactériennes, et sur levure; non inhibitrice dans les deux cas
(HE ; EM). De méme que I'activité biologique de huiles et des extraits méthanolique du
Romarin a un pouvoir antibactériens trés important surtout sur Escherichia coli,
Staphylococcus aureus a la base de résultats trouvés on peut conclure prédire que nos
huiles essentielles et nos extraits méthanoligue peuvent servir comme base de lutte

biologique.

Il est a noter que le pouvoir antimicrobien dépend de la composition chimique des
huiles essentielles et I'extrait méthanolique non seulement pour les composés

majoritaires mais la synergie de ces derniers et les composés mineurs.

Des études ultérieures plus approfondies doivent étre effectuées afin de cerner l'activité

antimicrobienne des huiles essentielles et des extrait, il serait intéressant de :

» Veérifier leur innocuité par des tests de toxicité et des tests d'allergénicité semble
d'une grande importance.

» Mener une étude détaillée sur la composition qualitative et quantitative de ces
huiles par le couplage de la CPG/SM car l'identification de la composition exacte
d'une huile essentielle constitue la premiere étape dans la quéte de la
compréhension du fonctionnement de ces molécules.

» Tester I'extrait de 'HE et 'EM sur d’autres agents microbiens afin de confirmer
son efficacité a différent concentration de dilution.

» D’étudier I'activité antioxydant et les aptitudes technologiques de cette HE.

» Poursuivre I'étude de [Iactivité antimicrobienne des huiles essentielles,
notamment I'action isolée de chacun de ses constituants et la détermination de la
concentration minimale bactériostatique (CMB).

> Et enfin l'application de ses résultats dans le domaine agro-alimentaire et

agronomique.
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ANNEXE 1

1- Le matériel utilisé lors de I’expérimentation

- Balance de précision. —Plaque chauffante
- Etuve - Hote a flux laminaire.
- Chauffe ballon

2- Verrerie

- Papier aluminium.

- Pipettes graduées.

- Tubes a essai en verre.
- Spatule.

- Réfrigérant a reflus.

- Ampoule a décanter.

- Flacons.

- Burette

- Beéchers.

- Pipette pasteur.

- Ballon.

- Boites de pétrie.

- Milieu de culture : MH ; sabouraud
- Fioles.

- Portoir pour tubes.

- Entonnoir.

- Etiquettes.

- Erlenmeyer.

- pince

- disques de watteman

3-Réactifs et préparations

- Eau distillée.
- Méthanol




ANNEXE 2

Les appareils utilisés

Le montage de I’entrainement a la vapeur d’eau.

L’huile essentielle obtenue (Blida —Djelfa)




Agitation

Filtration

Rotavapeur

Récupére I’extrait méthanolique

Figureld : les étapes de préparation de I'’extrait méthanolique




» Techniques d’aromatogramme :

Préparation des solutions des souches

Ecouvillonné les boites de pétri préparées aves les solutions des souches

microbiens

U

Imbibée les disques et mettre 3 répétitions dans une seule boite de pétri

Les boites sont préparée a étuvées

1l

Lecture




a_

\b_

ANNEXE 3

d-

a- P. aeruginosa (ATCC 49616). c-Témoin S. aureus (ATTC 25923)

b- Témoin E.coli . d- Témoin C. albicans (ATCC 10231)

Figure24 : Histogramme présentant les zones d’inhibition pour Escherichia coli vis-a-vis

Figure25 : Histogramme présentant les zones d’inhibition pour Streptococcus aureus

Figurel9 : Effet antimicrobien (témoins)

v" Les Histogramme des zones d’inhibitions avec les répétitions:

zone d'inhibition de I'HE vis-a-vis la
bacterie E.coli

® HE.Blida ™ HE.Djelfa

20 22

14 _I 15-| 15 17
R1 R2 R3

I'HE de Romarin région de Blida et Djelfa.

zone d'inhibition de I' HE vis-a-vis la
bacterie Staphylococcus aureus

® HE.Blida ® HE.Djelfa

30
25

19 4

R1 R2 R3

vis-a vis 'HE de Romarin région de Blida et Djelfa .




zone d'inihibition de I'extrait
méthanolique vis-a-vis la bacterie
Pseudomonas aeruginosa

® EM.Blida EM.Djelfa

20 20 20

R1 R2 R3

Figure26 : Histogramme présentant les zones d’inhibition pour Pseudomonas

aeruginosa vis-a-vis I’'HE de Romarin région de Blida et Djelfa .

zone d'inhibition de I'extrait méthanolique
¢=62.5mg/1ml DMSO vis-a-vis la bacterie
Staphylococcus aureus

m EM.Blida EM.Djelfa

15 15 15 15

R1 R2 R3

Figure27 : Histogramme présentant les zones d’inhibition pour Streptococcus aureus
vis-a-vis 'EM de Romarin région de Blida et Djelfa aC=62.5mg/1mIDMSO.

zone d'inhibition de I'extrait methanolique a
€=62.5mg/1ml DMSO vis-a-vis pseudomonas
aeruginosa
mEMB ®EMD
20 20 20
R1 R2 R3

Figure28 : Histogramme présentant les zones d’inhibition pour Pseudomonas

aeruginosa vis-a-vis 'EM de Romarin région de Blida et Djelfa a C=62.5mg/1mIDMSO.




zone d'inhibition del'extrait méthanolique a
¢=120mg/1ml DMSO vis-a-vis pseudomonas
aeruginosa
mEMB © EMD
16 16 16 16 16

15
R1 R2 R3

Figure29 : Histogramme présentant les zones d’inhibition pour Pseudomonas
aureuginosa vis-a-vis 'EM vis-a-vis 'EM de Romarin région de Blida et Djelfa a
C=120mg/1mIDMSO.

zone d'ihnibition de I'extrait methanolique a
¢=120mg/1ml DMSO vis-a-vis saphylococcus aureus

BEMB WEMD

16

R1 R2 R3

Figure 30 : Histogramme présentant les zones d’inhibition pour staphylococus aureus
vis-a-vis I'EM vis-a-vis 'lEM de Romarin région de Blida et Djelfa a
C=120mg/1mIDMSO.




zone d'inhibition de I'extrait méthanolique a
¢=120mg/1ml DMSO vis-a-vis escherichia coli

WEMB mEMD

12 13

U

R1 R2 R3

Figure31l : Histogramme présentant les zones d’inhibition pour Escherichia coli vis-a-
vis 'EM vis-a-vis 'EM de Romarin région de Blida et Djelfa @ C=120mg/1mIDMSO.




Figure 13 : Etuve
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