L) &) jagal) 4 530 3o 4y ) sgeand)
République Algérienne Démocratique et Populaire

ol i) 5 Ml el 5 ) 3

Ministére de l’Eﬁseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique

Université Mohamed Khider — Biskra B )Sin pand dasse dada

i iS5 5l A
dieliall sliasl) ;s ?"‘3

Faculté des Sciences et de la technologie

Département : Chimie Industrielle

M¢émoire présentée en vue de 1’obtention

du diplome de Master en : Génie des Procédés

Option : Génie Chimique

Etude de l'activités antibactérienne des huiles

essentielles de Rosmarinus officinalis L.

Présenté par :

BELKHIRI FATIMA ZOHRA
Devant le jury composé de :

Président : Meme RAHALI HANAN
Encadreur : Meme ADJAL FATIMA
Examinateur : Meme ADAIKA KALTHOUM

Promotion Juin 2015



Remerciements

CL vant tout nous remercions Dieu « ALLAH » le tout
puissant de nous avoir accordé la force, le courage et

la patience pour terminer ce travail .

Je remercier mon encadreur ""ADJAL FATIMA"
maitre assistante a l'université de Biskra qu’il trouve ici [’expression de
ma  profonde reconnaissance tant pour m’avoir accordé sa confiance

que pour m’avoir guide dans mon travail.

Je remercie tous les équipes de laboratoire de chimie industrielle

pour leur aide précieuse.

Une partie de notre travail est realisé a laboratoire de faculté des
sciences de la vie et de la nature de université de biskra , Je remercie
Responsable de la faculté monsieur Moussi Abd elhamid et tous les
membres de [’équipe de ces laboratoires pour leur accueil, leur

sympathie ainsi que leurs idées constructives

Je remercie les membres de jury, chacun a son nom, d'accepter de

juger notre travail.

Enfin je veux dire merci a tous les enseignants du département de

chimie ['université de Biskra pour [’aide pendant ma formation d’étude.

A tous personnes qu’est aidé de proche ou loin.




\

™

A mon pére "Mohamed" pour son patient avec moi et son encour

DEDICACE

Je dédie ce modeste travail :

Aux deux étre le plus chers au monde, qui ont souffert nuit

pour nous couvrir de leur amour, mes parents.

A ma source de bonheur, la prunelle de mes yeux, ma mére "
Que le bon ALLAH vous garde en bonne sante.
Je dédie aussi ce modeste travail :
A mes sceurs : Soumia .Randa .Salma . Hibat errahman .
A mes tres chers freres : Sid Ali .Rayan

A mes grand-peres et mes grand-meres
A mes ancles et mes tantes

Ainsi que pour toutes mes amies surtout mon tres chere "RADJA" qui

e o .. '
N ’ »
m'a accompagne toutes ces circonﬁ%s amour terfne et de v;'i

|

“0
A toute promotion génie chimique 2015. ' *

A tous ceux que j azme et que je respecte. -ﬁ\ /,'

FATIMA ZOHRA




Sommaire

LISTE DES TABLEAUX

LISTE DES FIGURES

LISTE DES ABREVIATIONS

INTRODUCTION GENERALE ... 01
PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

Chapitre | : Généralités sur les huiles essentielles

L1 Historique deS HE ... e 03
L2, DATINIION ...t 03
[.3.Répartition et localiSation .............oeiiiiiiiiiiiiiii i e 04
T B 2 0 1 4 1 1o ) H PR 04
11.3.2- LocaliSation .......c.coiuiiiiiii i e e 04

1.4 - Fonctions biologiques des huiles essentielles..............ooviieiiiiiiiiiiiinn. .. 05
1.5 -ACtVIEE DIOIOZIQUE ....vvtttitet et e e ae e 05
1.6 - Composition Chimique des Huiles Essentielles.............ccoeveiiiiiiiiniiiiin. 07
1.6.1.1.S COMPOSES tEIPENMIGUES. -+ v nvneeeeeeeeteteteteneneee e aaeeeenenas 07
L.6.1.1. Les MONOLEIPENES ...unuvnnteintteiite et et et et ee e 07
[.6.1.2. LeS SESQUITETPRIICS . .. vvntteeteneeeeteeteenteete et ete et eeeeteanteneeenaennns 08
1.6.2. Les cOMPOSES aromMatIQUES .....vuuenreententtentereeeteeneenteaneaneenneaneensenanns 09
1.6.3. Les composés d'origines diVeTSES .......ouevuuiiniiniiitiiiaiiieieieaaeeeeae e 09
[.6.4. Notion de ChemMOtYPE. ... .onuiiei i, 09
I.7. Role des huiles essentielles .............oooiiiiiiii i 10
L.7.1.ROle phySiOlogIqUE. .....vieiitee et 10
1.7.2. ROIE therapeutique ..........oviuiiie i 10
1.8. Les caractéristiques physico-chimiques des huiles essentielles....................... 11
1.9 . Méthodes et équipements d'eXtraction. ............coveuiiririniiiirie e eiiensn. 11
L9.1. Hydrodistillation. ... .....c.oouiiii e e 12
1.9.2 . Entralnement & la vapeur d’@au...........c.oiuiiiiiiiiiiiii i 13
1.9.3. HYdrodiffusion. .. ....o.oitii e e e e 14

1.9.4. Extraction par du CO2 SUpercritiqUue ............coeeuierenreneariirineeiiieeaneanennnn. 15



1.9.5. Extraction assistée par MIiCro-onde ............o.oieriiiiiiieii i,
L.9.6 . L expression @ froid........o.oviiiiiiii e e
1.9.7. L’extraction par solvants volatils ................coooiiiiiiiiiiiiieee
1.10. Facteur influengant la composition chimique dHE..........................coelll.
I.11 . Domaine d’application des huiles essentielles ..................c.cooeviiiiiiiiiinnn.
.11, 1. En@limentation ..........c.ouieinininiiinn e
L11.2. EN COSMELOIOZIC .. uvveinttetee ettt e e eeae e
L 11.3. En thérapeutique .......ooouiiiiiiiii e e ee e
[.12. Toxicité des huiles essentielles ............oooviiiiiiiiiiii e,
1.13. Précautions d’emplod .........cooiiriniiieii e
I.14.Conservation des huiles essentielles .......... ..o
Chapitre Il : présentation d'espece étudié
TLLDEINIEION . .onentt ittt e e e
IL2.011ZIN€ dU NOM ..ottt e e e
I1.3. Description DOtanIqUE. .....o.veeett et ettt e e e e e e e e ee e e e e
L B BT 1 107 15 o) o
TLS HADItAL. ..o e
ILO6.Principes actifs .......oouiiii i e
TL7UHHSAtION ..netttiet ettt e
1.8.Propriétés du ROMarin ...t
Activité antibaCterieNNE ............oiuiitiiiii i
ActiVite antifON@IQUE ......o.viniit it
ACHIVItE ANTIVIFAle ........coouii i
ACHIVIEE OVICIAE ...eentit i e
ACtiVItE anti-oxydante ..............ooiiiiiiiiii
Effet anti-canceéro@ene ..............ooiiiiiiiiiii i
Effet anti-acetylChOlineSterase ...........ovvuiriniiniii e
Effet hypoglycémiant .......... ...
Effet anti-hepatotoXique .........cooviirii i
11.9.Composition biochimique du Romarin ..............cooooiiiiiiiiiii e,
Chapitre 111 : Matériel et Méthodes

I LMAtriels ULITISEs. ..o

ILT.1.Matériel vegetal ...... ..o e e

21
21
22
22
22
23
23
23
23
24
24
24
25
25
25
25
25
26

27



II.1.2.Matériel au 1aboratoire. ...........o.ovuiieiiiii i
IL1.3.Produits UHIISES. ... ueeie e,
[1.1.4 .Matériel biologique ........oovinriniiii e
Staphylococcus aureus ATCC29213 .. ..o,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ...oiiiiiiiiiiiiiiii e,
Escherichia coli ATCC 25922 ......coiiiiiiiiii e,
III.2.Méthode expérimentale...........c.ooiiiiiiiiii i e
II1.2.1.Les teSts ChimIqUES. .. .ouueett ettt et e e et e e e e ae e
II1.2.1.1 Test des SAPONOSIACS. .. .ouvintieeteiit e et
I1.2.1.2. Test des flavonoides .........o.vuveeiveiieiniii i
[11.2.1.3. Test des stérols et terpene.........covvvvriiiiieii et e
T 2.1.4.Test des Tanins. ........coeiueieiiiniiii e e
II 2.1.5.test des card€nolides. ...........oovivuiiiiiiiiii e
I1.3.Les huiles essentielles ..........oouiieiiiiiii e,
I3 1.Procédé d’eXtraction ..........coueieiiiitiniii e e
[11.3.2.Plan d’eXtraction. .........couoiniiiii e
I1.3.3.Calcul du rendement ...........o.oiuiniiiitii e
MI.3.4.Calcule de la densité...........o.oiuiieiii i

II1.4. Méthodes d’évaluation de ’activité antibactérienne d’HE...........................
I11.4.1.Méthode de diffusion sur disque ( I'aromatogramme....................cooeenenee.
I11.4.2.Ré-isolement des souches bactériennes...............c.coevevieriiinineniniininn..
II1.4.3.Préparation du milieu de culture ..............coooiiiiiiiiiiiiiiiiie e,
[I1.4.4 Préparation de 1'inoculum ...
II1.4.5. L'enSemMeEeNCEMENL. . . . ..uenttetttet et ettt et e e e
[I1.4.6.préparation des dilutions de I'HE..............oooi
II1.4.7. préparation des diSQUE.........ovuuiiiriiiii i e eae e
II1.4.8. Application des diSqUES........c.eviriiiiiiiit e,
I1.4.9.Lecture de 1'aromatogramme. ............ooeeuuiieiinieteie et et eieeeeaannes

Chapitre 1V : Résultats et discussion

IV.1.Caractéristiques organoleptiqUeSs ..........covuiiviiiiiiiiie e eieeeeeeennnens

IV-2 Caractéristiques organoleptiques des H.E de R. officinalis L.....................

IV.3.Résultats des tests Chimique ............oeviiriirinii e,

IV, DISCUSSION ..ot e e,



IV.4.1.Les caractéristiques physico-chimiques des HE de R. officinalisL........... 40
IV.4.2.Résultats du test du pouvoir l'activité antibactérienne........................... 40
IV.4.2.1. Résultats de I'aromatogramme..................cceeeevieriniieiveiiieceeieeeee. 40
CONCLUSION GENERALE ......cititiiiieee e 44
REfErences bibliographiques. .........oveuinieiri e 45



Liste des tableaux

Tableau I. 01: Classement et activité biologique de molécules aromatiques selon leur

fONCHION ChIMIQUE. ... e 06

Tableau I11.01 : les appareils de laboratoire utilisés...............coceviviviiiiiinninn... 27

Tableau IV.1 : Caractéristiques organoleptiques de I’huile essenticlle de Rosmarinus
OFficinalis.]. ... 39

Tableau 1V.2 :Résultats des testes chimiques...............oevviiiiiiiiiiiiiiiann.n. 40
Tableau IV.3 : Les caractéristiques physico-chimiques d'HE de R.officinalis.L...... 40

Tableau IV.4 : résultats de I'aromatogramme(diametres des zones d'inhibition en cm
de chaque dilution, DMSO et 'ATB)...ccoouiiniiiis e 42



Listes des figure

Figure I. 1 : Exemples de quelques mONOterpenes. ........cc.ouvvveriiieniiiaeiennnn, 08
Figure 1.2 : Exemples de quelques SeSqQUItErPeNesS.........ovvvivieiriieieeiiiieiennen, 08
Figure 1.3 : Exemples de composés aromatiques. ..........ceovevieirininierininiiiinennn, 09
Figure 1.4: Les étapes de 1’obtention d’une huile essentielle............................. 12
Figure 1.5 : montage d'hydrodistillation....................cooiiiiii i, 13
Figure 1.6 : montage d'entrainement a la vapeur d'eau.................cocoeevvininnnnnn. 14
Figure 1.7 : montage d'hydrodiffusion ... 14
Figure 1.8 : montage d'extraction par le CO2 supercritique..................ccoeevvenn 15
Figure 1.9 : montage d'extraction assistée par micro-onde............................... 16
Figure 1.10:appareil de Soxhlet et appareil de Lickens-Nickerson...................... 17
Figure I1.1 : Rosmarinus officinalis Biskra.................coooiiiiiiiiiiiii i, 21
Figure 11.2 : Aspects morphologiques du Romarin.....................coooiiiinn.n.. 22
Figure I11.1: Montage d’hydrodistillation employé pour I’extraction de I'HE.......... 31
Figure I11.2: Huile essentiel de Rosmarinus officinalis.l.........................ol. 31
Figur 111.3: Les étapes d’extraction d’huile essentielle..................ccceoeeeieinni.n. 32
Figure I11.4: Méthode de diffusion sur disque..............cccoeiiiiiiiiiiiiiieene. 34
Figure 111.5: Ré-isolement des SOUCHhES ..........oviniiriiiii e 34
Figure 111.6 : Ecoulement du milieu de culture...............ccocevviiiiiiiiiiann.. 35
Figure I11.7: inoculum de différent souche bactériennes.................cccooeveieinnnnn. 35

Figure 111.8: Ensemencement bacterien............o.ouvuiieiriinieniinieiineeenenean, 36



Figure 111.9: Préparation des dilutions.................ccccoeviiiiiiiiiiiii e 30

Figure 111.10 : L’application des diSqUeS..........coovviiriniiriiiiiiiiiieeieeene, 37
Figure 1111 : Aromatogramime. ... .....c.ouuintint ittt eiiiet et e e eeaneaaen, 38
Figure IV.1 : H.E de R. officinalis.L obtenue par hydrodistillation................... 39

Figure 1V.2: Les zones d'inhibition de I’huile essentielle testée(E.coli)................41
Figure IV.3: Les zones d'inhibition de I' HE testée(Staphylococcus aureus).........41
Figure 1V.4: Les zones d'inhibition de 1' HE testée(pseudomonas)..................... 41

Figure IV.5 : Histogramme présent les zones d’inhibition pour toutes les souches

DACKETIES . . . v e e e e e e e e 42



Liste des abreviations

AFNOR: Association Francaise de Normalisation
HIV : Virus de I’'Immunodéficience Humaine
VMHD: Vacuum Microwave Hydrodistillation
HE: Huile Essentielle

EtOH : éthanol.

GST: Glutathion S-transférase

DMSO : Dimeéthylsulfoxide

ATCC: American Type Culture Collection

% : Pourcentage

°C : dégree celcus

Mg : milligramme

cm : centimetre

pl: microlitre

DMAPP : Diméthylallyl-pyrophosphorate
GPP : Géranyl- pyrophosphorate

GGPP : Géranylgéranyl - pyrophosphorate
IPP : Isopentényl-pyrophosphorate

S. aureus : Staphylococcus aureus

E.coli: Escherichia coli

P. aeroginosa: Pseudomonas aeroginosa



Introduction Générale

Introduction générale

Un grand nombre des plantes, aromatiques, médicinales, des plantes épices et
autres, possedent des propriétés biologiques trés intéressantes ,qui trouvent
application dans divers domaines a savoir en médecine, pharmacie, cosmétologie et

I’agriculture.

Cependant, 1’évaluation des propriétés phytothérapeutiques comme
I'antimicrobienne, demeure une tache trés intéressante et utile, en particulier pour les
plantes d’une utilisation rare ou moins fréquentes ou non connues dans la médecine et
les traditions médicinales folklorique. Ces plantes représentent une nouvelle source

des composés actifs. [1]

Le romarin (Rosmarinus Officinalis L.) fait ’objet des récentes recherches dans
les domaines pharmaceutiques, cosmétiques et agro-alimentaires. C’est une herbe
aromatique de la famille des Labiées, appréciée pour ses propriétés aromatiques, anti-
oxydantes, antimicrobiennes, antispasmodiques, emménagogues et anti-tumorales,

largement utilisée dans les produits pharmaceutiques et en medicine traditionnelle[2].

Une grande partie des recherches actuelles porte sur 1’é¢tude des molécules

antimicrobiennes comme les caroténoides et les polyphénols.

En effet, les métabolites secondaires font et reste 1’objet de nombreuses recherches
in vivo comme in vitro, notamment la recherche des nouveaux constituants naturels

tels les composés phénoliques, les saponosides et les huiles essentielles. [1]

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes constitués de plusieurs
dizaines, voire plusieurs centaines des composes, principalement terpéniques. Les
terpenes, molécules construites a partir d’entités isopréniques, constituent une famille
tres diversifiée, tant au niveau structural qu’au niveau fonctionnel. Dans les huiles
essentielles, on rencontre généralement des mono et des sesquiterpenes (possédant
respectivement 10 et 15 atomes de carbone) et plus rarement des diterpénes (20
atomes de carbone) ainsi que des composes linéaires non terpéniques et des

phénylpropanoides. [3]

(1]
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Dans ce contexte, I'objectif de ce travail est de mettre en évidence l'activité
antimicrobienne d'un produit pharmaceutique a base de I'huile essentielle de

Rosmarinus officinalis.

Notre étude sera répartie en quatre chapitres, initiés par une recherche
bibliographique ou nous apportons dans le premier chapitre une généralité sur les
huiles essentielles , leur compositions, activités biologiques et pharmacologiques ainsi

que sur les méthodes d'extraction des huiles essentielles.

Dans le second chapitre nous effectuerons une présentation botanique de la
famille lamiacées et I'espéce Rosmarinus officinalis, sa localisation géographique

dans le monde, et son utilisation.

Le troisiéme chapitre présente les méthodes et les techniques utilisées pour la

réalisation de ce travail a savoir:

- les tests chimique;

- I'extraction des huiles essentiels de Rosmarinus officinalis.

- test de sensibilités, des bactéries et des levures vis-a-vis de nos huile essentielle.
Le quatrieme chapitre abordera les différents résultats et leurs discussions.

enfin, une conclusion générale qui résume I'ensemble des résultats obtenus.

(2]



Chapitre | Généralités sur les huiles essentielles

I.1. Historique des HE :

Les premieres preuves de fabrication et d'utilisation des huiles essentielles datent de
I'an 3000 avant J.C. Les huiles essentielles semblent donc avoir accompagné la civilisation
humaine depuis ses premiéres genéses. Les égyptiens puis les grecs et les romains ont
employé diverses matiéres premieres végétales ainsi que les produits qui en découlent,
notamment les huiles essentielles. Ces utilisations concernaient différents domaines :

parfumerie, médecine, rites religieux, coutumes paiennes, alimentation, etc.

L étape byzantine de la civilisation a permis I'instauration des bases de la distillation
avec l'ére arabe de la civilisation, I'huile essentielle devient un des principaux produits de
commercialisation internationale. Ainsi, vers I'an mille, Avicenne, médecin et scientifique
persan, a défini précisément le procédé d'entrainement a la vapeur. L'lran et la Syrie

deviennent les principaux centres de production de divers types d'extraits aromatiques.

Par la suite, les huiles essentielles ont bénéficié des avancées scientifiques, au
niveau des techniques d'obtention et de I'analyse de leur composition chimique.
Parallelement, leur utilisation a aussi tiré profit de I'avénement de lI'aromathérapie. Reneé-
Maurice GATTEFOSSE a crée, en 1928, le terme de I'aromathérapie et il a mené de
nombreux travaux concernant les huiles essentielles, notamment leurs propriétés ; ces

résultats seront a I'origine de nombreuses autres recherches[4].
1.2. DEFINITION

Les huiles essentielles sont des substances huileuses, volatiles et odorantes qui sont
sécrétées par les plantes aromatiques que l'on extrait par divers procédés dont
I’entrainement a la vapeur d’eau et I’hydro distillation, par pressage ou incision des
végétaux qui les contiennent. Elles se forment dans un grand nombre de plantes
comme sous-produits du métabolisme secondaire .Elles sont trés utilisées dans
I'industrie des produits cosmetiques, pharmaceutiques et agro-alimentaire . Les huiles
essentielles se retrouvent dans des glandes minuscules situées dans différentes
parties de la plante aromatique : les feuilles, les fleurs, les fruits, les graines, I'écorce et
pour certaines plantes dans les racines. Plus de 2000 especes de plante sont riches en
huiles essentielles ; elles sont reparties sur 60 familles dont les principaux sont: Lauraceae,

Labiatea , Umbelliferae, Rutaceae, Compositae, Myrtaceae et les Pinaceae [5].

(3]



Chapitre | Généralités sur les huiles essentielles

Selon la norme AFNOUR NF donner une définition plus précise des huiles
essentielles ; ces derniéres sont des produits obtenus a partir d’'une  matiere premiére
végétale, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par hydrodistillation..L huile

essentielle est séparée de la phase aqueuse par des procédés physiques[6].

On rencontre les huiles essentielles dans divers familles botaniques elles se
localisent dans toutes les parties vivantes de la plante et forment dans le cytoplasme de

cellules spécialisées[7].
1.3.1. Répartition

Les huiles essentielles sont largement répandues dans le regne végétal et surtout

chez les végétaux supérieurs, il y a 17500 espéces aromatiques.

Les familles botaniques capables d'élaborer les constituants qui composent les
huiles essentielles sont réparties dans un nombre limité des familles, Exemple :
Myrtaceae (Girofle), Lauraceae (laurier), Rutaceae (citron), Lamiaceae (Menthe), Apiaceae

(Coriandre), Zingiberaceae(Gingembre)..... etc.

Les huiles essentielles peuvent étre stockées dans tous les organes de la plante, par
exemples : dans les sommités fleuries (Menthe, Lavande) les feuilles (Eucalyptus, Laurier)
les rhizomes (Gingembre) les fruits (agrumes, badiane, anis), les racines (Vétiver), les
graines (Muscades), bien que cela soit moins habituel dans des écorces (Cannelier) [8].

1.3.2. Localisation

Elles sont élaborées par des glandes sécrétrices qui se trouvent sur presque toutes
les parties de la plante. Elles sont sécrétées au sein du cytoplasme de certaines cellules ou
se rassemblent sous formes de petites gouttelettes comme la plupart des substances

lipophiles [9].

La synthese et I'accumulation des huiles essentielles sont généralement associées
a la présence des structures histologique spécialisés, souvent localisée sur ou a proximité
de la surface de la plante qui sont: cellules a huiles essentielles de Lauraceae, les poils
sécreteurs des laminaceaes, poches sécrétrices des Myrtaceaes, des Rutaceaes, et les
Laminaceaes , et les canaux sécréteurs qui existent dans des nombreuses familles.ll est
intéressant de remarquer que les organes d'une méme espéce peuvent renfermer des huiles

essentielles de composition différente selon la localisation dans la plante[7].

(4]



Chapitre | Généralités sur les huiles essentielles

1.4 . Fonctions biologiques des huiles essentielles

Bien que de nombreuses hypothéses aient été avancées pour expliquer les raisons
de la synthese de I'essence par la plante, nul ne sait avec exactitude pourquoi la plante
fabrique son essence. Mais ce qui est probable c'est que le r6le des huiles essentielles au

niveau du matériel végétal est intimement lié a leur situation[10].

Les spécialistes considerent les huiles essentielles comme des sources de signaux
chimiques permettant a la plante de contréler ou réguler son environnement. Par exemple,
ces huiles conferent un réle défensif contre les champignons et microorganismes et attractif
vis-a- vis des insectes pollinisateurs. Un feuillage renfermant une teneur élevée en essences
végétales (Ex : laurier) le protége contre les herbivores. Le r6le des huiles essentielles au
niveau des racines, des écorces et du bois confére a la plante un effet antiseptique vis-a-vis

des parasites telluriques[11].
1.5. Activité biologique des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont employées pour leur saveur et odeur en industrie des

produits naturels et en industrie des parfums [12].

Activité antimicrobienne et antiparasitaire : les terpénoides ont des effets contre les
bactéries, les mycetes, les virus et les protozoaires. En 1977 a été signalé que 60% des
dérivés des huiles essentielles examinés jusqu'au 1999 sont inhibiteurs de mycétes tandis
que 30% inhibent les bactéries. Le triterpénoide, l'acide bétulinique est de juste un de
plusieurs terpénoides qui ont montrés une action inhibitrice envers HIV. Le mécanisme de
l'action des terpenes n'est pas entierement compris mais on pense qu’il s’agit de la rupture

de la membrane par les composés lipophiles [13].

(5]
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Généralités sur les huiles essentielles

Tableau I .01: Classement et activité biologique de molécules aromatiques selon leur

fonction chimique[14].

Composés
aromatiques

Exemples

Propriétes

Eugénol (C10H120,)

Stimulantes, Toniques
AntiseptiquesBactéricides

Phénols Fongicides, Anti-virale,
CoHo0 OCHg Antiparasitaires Irritantes
OH
Anti-inflammatoires,
7" | Antiseptiques,Bactéricides,
| Fongicides, Anti-virale,
OH OH i i
Alcools | | Nel;r,otonlques; Ils aglsisent
Terpéniques . en dénaturant les protéines,
Citronellol Terpineol _ comme agents
(C10H200) (CioH150) | linalol dedéshydratation
(C10H180)
Citronellal CHs Antifongiques, Sporicidas,
Aldéhydes (C10H150) Toxicité liée a la présence
Terpéniques « du groupe aldéhyde
| 0 Insecticide
HsC~ “CHs

Ether-oxides,
péroxyde

Cinéole (C1oH150)
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1.6 . Composition Chimique des Huiles Essentielles

Dans les plantes, les huiles essentielles n'existent quasiment que chez les végétaux
supérieurs. Elles sont produites dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et s'accumulent
en général dans des cellules glandulaires spécialisées, situées en surface de la cellule et
recouvertes d'une cuticule. Elles peuvent étre stockées dans divers organes : fleurs, feuilles,

écorces, bois, racines, rhizomes, fruits ou graines[15].

Les huiles essentielles sont constituées principalement de deux groupes de
composés odorants distincts selon la voie métabolique empruntée ou utilisée. Il s'agit des
terpénes (mono et sesquiterpénes), prépondérants dans la plupart des essences, et des
composes aromatiques dérivés du phénylpropane[16].

1.6.1.Les composeés terpeniques

Les terpenes sont une classe d'’hydrocarbures, produits par de nombreuses plantes,
en particulier les coniféres. Ce sont des composants majeurs de la résine et de I'essence de
térébenthine produite a partir de résine. Les terpénes se rencontrent également chez
les Métazoaires (phéromones et hormones sesquiterpéniques des Hexapodes, diterpenes

d'organismes aquatiques (Cnidaires, Eponges).

Les terpénes ne sont pas formés a partir de I'isopréne CsHg bien qu'ils aient pour formule
de base des multiples de celle-ci, c'est-a-dire (CsHg),. lls sont formés a partir d'IPP qui
réagit avec une molécule starter : DMAPP, GPP, GGPP, etc. En revanche, l'isopréne est
facilement obtenu par dégradation des terpénes. On peut considérer I'isopréne comme I'un
des éléments de construction préférés de la Nature[17].

1.6.1.1. Les monoterpenes :

Les monoterpenes sont les plus simples constituants des terpenes dont la majorité

est rencontrée dans les huiles essentielles (90%)[18].

Ils comportent deux unités isoprene (CsHg), selon le mode de couplage « téte-
queue ». lls peuvent étre acycliques, monocycliques ou bicycliques. A ces terpénes se

rattachent un certain nombre de produits naturels a fonctions chimiques spéciales.

(7]
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Figure 1.1 : Exemples de quelques monoterpenes

1.6.1.2. Les sesquiterpénes

Ce sont des dérivés d'hydrocarbures en CisHjy(assemblage de trois unités

isoprénes) . 1l s'agit de la classe la plus diversifiée des terpenes qui se divisent en plusieurs

catégories

structurelles,

acycliques, monocycliques, bicycliques ,tricycliques,

polycycliques Ils se trouvent sous forme d'hydrocarbures ou sous forme d'hydrocarbures

oxygénés comme les alcools, les cétones, les aldéhydes, les acides et les lactones dans la

nature.
7 A N CII:(% S
HyC ~y
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Figure 1.2 : Exemples de quelques sesquiterpenes
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1.6.2. Les composés aromatiques

Une autre classe de composes volatils fréquemment rencontrés est celle des

composés aromatiques dérivés du phénylpropane (Figure 1.3) [16].

Cette classe comporte des composes odorants bien connus comme la vanilline,
I'eugénol, I'anéthole, I'estragole et bien d'autres. Ils sont davantage fréquents dans les huiles
essentielles d'Apiaceae (persil, anis, fenouil, etc.) et sont caractéristiques de celles du clou

de girofle, de la vanille, de la cannelle, du basilic, de I'estragon, etc [19].

\\‘\ O H
@ (8]
CH5 OH OCH; CH; OH
Eugénol trans-Anéthole Vanilline
1-7 1-8 -9

Figure 1.3 : Exemples de composés aromatiques
1.6.3. Les composés d'origines diverses

Ce sont des produits résultant de la transformation de molécules non volatiles
entrainables par la vapeur d'eau. Il s'agit de composés issus de la dégradation d'acides gras,
de terpenes. D'autres composés azotés ou soufrés peuvent subsister mais sont rares. Enfin,
il n'est pas rare de trouver dans les concretes des produits de masses moléculaires plus
importantes nonentrainables a la vapeur d'eau, mais extractibles par les solvants

homologues des phénylpropanes, diterpenes, etc.... [20].
1.6.4.Notion de chémotype

le chémotype d'une HE est une réference précise qui indique le composant
biochmique majoritaire ou distinctif , présent dans I'HE .C'est I'élémant qui permet de
distinguer des HEs extraites d'une meme variété botanique mais , d'une composition
biochimique différent.Cette classification permet de sélectionner les HEs pour une

utilisation plus preécise , plus sure et plus efficace .Ce polymorphisme chimique existe chez

(9l
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certaines espéces : Thymus vulgaris,Mentho spicoto,Origanum vulgar.Il est important de
notre que les HEs a chémotype différent présentent non seulement des activités différentes

mais aussi des toxicités tres variable[14].
1.7. Rdle des huiles essentielles
1.7.1.Rd6le physiologique

Beaucoup de plantes produisent les huiles essentielles en tant que métabolites
secondaires, mais leur role exact dans les processus de la vie de la plante est inconnu [21].

Il'y a beaucoup de spéculation au sujet du " rdle " d'huiles essentielles des plantes.

Certainement plusieurs effets apparent " utiles " ont été décrits: réduction de la
compétition des autres espéces de plante (allélopathie) par inhibition chimique de la
germination des graines, et protection contre la flore microbienne infectieuse par les
propriétés fongicides et bactéricides, et contre les herbivores par go(t et effets défavorables

sur le systéme nerveux [22].

Certains auteurs pensent que la plante utilise I'huile pour repousser ou attirer les
insectes, dans ce dernier cas, pour favoriser la pollinisation. d'autres considerent I'huile
comme source énergétique, facilitant certaines réactions chimiques, conservent I'humidité

des plantes dans les climats désertiques [23].
1.7.2. Réle thérapeutique :

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

la personne dans sa globalité [24-25].
Les huiles essentielles possedent des propriétés thérapeutiques variées :

+ Remédient aux problémes respiratoires.
+«+ Diminuent la tension nerveuse [26].

< Améliorent la circulation sanguine.

< Aident le corps a traiter les impuretés.

¢+ Soulagent la nervosité et les douleurs rhumatismales.

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

important dans notre vie soit physiologique ou bien thérapeutique, sans oublier le role

[10]
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biologique de ces huiles (inhibiteurs des germinations et protecteurs les plantes des

prédateurs insectes, champignons [27].

1.8 . Les caractéristiques physico-chimiques des huiles essentielles

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

un groupe trés homogene, Les principales caractéristiques sont : [20].

Liquides a température ambiante. N’ont pas le toucher gras et onctueux des huiles
fixes.

Volatiles et tres rarement colorées.

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

Un indice de réfraction variant essentiellement avec la teneur en monoterpénes et
en dérivés oxygénés. Une forte teneur en monoterpénes donnera un indice éleve,

cependant une teneur élevée en dérivés oxygénés produira I’effet inverse

Solubles dans les alcools a titre alcoométrique élevé et dans la plupart des
solvants organiques mais peu solubles dans I’eau.

Douées d’un pouvoir rotatoire puisqu’elles sont formées principalement de
composés asymeétriques

Trés altérables, sensibles a 1’oxydation et ont tendance a se polymériser donnant
lieu a la formation de produits résineux, il convient alors de les conserver a 1’abri

de la lumiére et de I’humidité [28].

1.9. Méthodes et équipements d'extraction

Différentes méthodes sont mises en ceuvre pour 1’extraction des essences végétales.

En général le choix de la méthode d’extraction dépendra de la nature du matériel végétal a

traiter (graines, feuilles, ...), de la nature des composes (par exemple, les 1’huile

essentielles, huiles lourdes....). Le rendement en huile et la fragilit¢ de certains

constituants des huiles aux températures éleves ; Les principales méthodes d’extraction

sont :

Hydrodistillation

Entrainement a la vapeur d'eau

[11]
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e Hydrodiffusion

e Extraction par du CO, supercritique
e Extraction assistée par micro-onde
e L’expression a froid

e [’extraction par solvants volatils

Les étapes de I’extraction des huiles essenticlles d’origine végétale restent
identiques quelque soit le type d’extraction utilisé. Il est nécessaire dans un premier temps
d’extraire de la matiére végétale les molécules aromatiques constituant 1’huile essentielle,
puis dans un second temps de séparer ces molécules du milieu par distillation comme cela

est explicité dans la figure 1.4 [29].

. Chauffage de n Z. Séparation Bes mo lecules
manrice : destruction des et de ln matrice
parais
\\ ’- )
“a / Lib&€ration des
J moldcules aromatigues
-~ ”
N ~
/ -~
7 "
t' LN
=3 W\

Figure 1.4 : Les étapes de I’obtention d’une huile essentielle [29] .
1.9.1 . Hydrodistillation

Le procédé consiste a immerger la matiére premiere végétale dans un ballon lors
d'une extraction au laboratoire ou dans un alambic industriel rempli d'eau placé sur une
source de chaleur. Le tout est ensuite porté a I'ébullition. La chaleur permet I'éclatement
des cellules vegétales et la libération des molécules odorantes qui y sont contenues. Ces
molécules aromatiques forment avec la vapeur d'eau, un mélange azéotropique. Les
vapeurs sont condensées dans un réfrigérant et les huiles essentielles se séparent de I'eau
par différence de densité. Au laboratoire, le systeme équipé d'une cohobe généralement

utilisé pour I'extraction des huiles essentielles est le Clevenger (figure 1.5).

[12]
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refrigérant
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Figure 1.5 : montage d'hydrodistillation

Les eaux aromatiques ainsi prélevées sont ensuite recyclées dans I'nydrodistillateur

afin de maintenir le rapport plante/eau a son niveau initial.

La durée d'une hydrodistillation peut considérablement varier, pouvant atteindre
plusieurs heures selon le matériel utilisé et la matiére végétale a traiter. La duree de la
distillation influe non seulement sur le rendement mais également sur la composition de

I'extrait.
1.9.2.Entrainement a la vapeur d’eau

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

phénomeénes d'hydrolyse ou de dégradation pouvant nuire a la qualité de I'huile.

[13]
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Figure 1.6 : montage d'entrainement & la vapeur d'eau
1.9.3. Hydrodiffusion

L'hydrodiffusion est une variante de I'entrainement a la vapeur (Figure 1.7). Cette
technique relativement récente et particuliere. Elle exploite ainsi I'action osmotique de
la vapeur d'eau. Elle consiste a faire passer, du haut vers le bas et a pression réduite, la

vapeur d'eau au travers de la matrice végétale.

amvée de
vapeur d'cau

*® X ¥ ¥ 8

matérniel
* végétal 5

régulation de
la vapeur

6 huile essenticlle =

condenseurs

Figure 1.7 : montage d'hydrodiffusion

L'avantage de cette méthode est d'étre plus rapide donc moins dommageable pour les
composés volatils, et de ne pas mettre en contact le matériel végeétal et I'eau. De plus,

[14]



Chapitre | Généralités sur les huiles essentielles

I'nydrodiffusion permet une économie d'énergie due a la réduction de la durée de la
distillation et donc a la réduction de la consommation de vapeur.

1.9.4. Extraction par du CO, supercritique :

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

extrait et en solvant (Figure 1.8).

D'EXTRACTION PAR COZ SUPERCRITIQUE

Stockage
CO2 liquide

C(’md?;ﬂl

B CO2 4 1état supercetique + exirait

Figure 1.8 : montage d'extraction par le CO2 supercritique

L'avantage de cette méthode est la possibilité d'éliminer et de recycler le solvant par
simple compression détente. De plus les températures d'extraction sont basses dans le cas
de dioxyde de carbone et non agressives pour les constituants les plus fragiles. Cette

technique est utilisable pour les essences difficilement distillables[30].
1.9.5. Extraction assistée par micro-onde :

Le procédé d'extraction par micro-ondes appelée Vacuum Microwave Hydro
distillation (VMHD). Cette technique d'extraction a été développée au cours des derniéres
décennies a des fins analytiques. Le procédé consiste a irradier par micro-ondes de la
matiere végétale broyée en présence d'un solvant absorbant fortement les micro-ondes (le

[15]
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méthanol) pour l'extraction de composés polaires ou bien en présence d'un solvant
n‘absorbant pas les microondes (hexane) pour I'extraction de composes apolaires.
L'ensemble est chauffé sans jamais atteindre I'€bullition durant de courtes périodes

entrecoupées par des étapes de refroidissement (Figure 1.9).

Réfrigérant .
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Figure 1.9 : montage d'extraction assistée par micro-onde

L'avantage essentiel de ce procédé est de réduire considérablement la durée de
distillation et d'obtenir un bon rendement d'extrait[31].

1.9.6. L'expression a froid

Le procédé d'extraction par expression a froid est assurément le plus simple mais
aussi le plus limité. 1l est réservé a I'extraction des composés volatils dans les péricarpes
des hespéridés ou encore d'agrumes qui ont une trés grande importance pour l'industrie
des parfums et des cosmétiques. Cependant ce sont des produits fragiles en raison de leur
composition en terpénes. |l s'agit d'un traitement mécanique qui consiste a déchirer les
péricarpes riches en cellules sécrétrices. L'essence libérée est recueillie par un courant
deau et recoit tout le produit habituel de I'entrainement a la vapeur d'eau, d'ou la

dénomination d'huile essentielle[32].
1.9.7. L'extraction par solvants volatils

La technique d'extraction « classique » par solvant, consiste a placer dans un extracteur
un solvant volatil et la matiere végétale a traiter. Grace a des lavages successifs, le solvant

[16]
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va se charger en molécules aromatiques, avant d'étre envoyé au concentrateur pour y étre
distillé a pression atmosphérique. L'extraction par solvant organique volatil reste la
méthode la plus pratiquée. Les solvants les plus utilisés a I'neure actuelle sont I'hexane, le
cyclohexane, I'éthanol, le méthanol, le dichlorométhane et I'acétone[33]. Le solvant
choisi, en plus d'étre autorisé devra posséder une certaine stabilité face a la chaleur, la
lumiére ou I'oxygéne, sa température d'ébullition sera de préférence basse afin de faciliter
son élimination, et il ne devra pas réagir chimiquement avec l'extrait. L'extraction est

réalisée avec un appareil de Soxhlet ou un appareil de Lickens-Nickerson (Figure 1.10).

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

substances[34].

Appareil de Soxhlet Appareil Lickens-Nickerson

Figure 1.10:appareil de Soxhlet et appareil de Lickens-Nickerson.
1.10. Facteur influencant la composition chimique d'HE

Il existe beaucoup de facteur externe pouvant influencer la composition chimique de
I'HE: la température, le taux d’humidité, la durée d'ensoleillement, la composition chimique
du sol, la partie de la plante utilisée, le cycle végetatif de la plante, la méthode utilisée pour

I'extraction, sont d'autant de facteurs susceptibles d'exercer les modifications chimiques .

outre la composition, ces facteurs peuvent également avoir un impact sur la teneur en HE

par exemple: les citrus ont une teneur importante en HE lorsque la température est

[17]
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élevée.les fleurs de chrysanthemum caronarum sont riches en HE sous l'effet de
fertilisants[22].

.11 . Domaine d’application des huiles essentielles :

l.11. 1. En alimentation

Les huiles essentielles jouent un role capital dans 1’aromatisation des aliments. En

effet, elles donnent la flaveur aux condiments (poivre, gingembre) et aux aromatisants
(menthe, anis, oranger, thym, laurier).

A faible dose, certaines substances ont un effet favorable sur la digestion, ce qui

explique leur utilisation en liquoristerie (essence d’anis ou de badiane).

Les huiles essentielles entrent donc, pour leurs diverses propriétés, dans la
composition des ardmes employés de maniére fréquente aujourd’hui dans tous les produits

alimentaires comme les plats cuisinés ou préts a I’emploi[22].

1.11.2. En cosmétologie

Beaucoup d’huiles essentielles ont des propriétés intéressantes dans le domaine de
la cosmétologie. C’est le cas par exemple :

- du basilic et du romarin a propriétés tonifiantes ;

- du romarin et du thym qui ont des propriétés antipelliculaires ;

- de larose et de la lavande qui stimulent la régénération des cellules dermiques.
Actuellement, on préfére utiliser des produits naturels qui sont censés ne pas avoir

d’effets secondaires graves par rapport aux produits de synthése. En effet, il ne faut pas
oublier que « naturel » ne signifie pas non toxique.

I. 11. 3. En thérapeutique

Les huiles essentielles ont depuis longtemps été employées pour leurs effets
thérapeutiques. Elles sont utilisées en particulier en raison de leurs vertus antibactériennes,

(18]
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telles 1’action antiseptique des voies respiratoires des essences d’eucalyptus ou de niaouli.

Elles sont administrées par massages, inhalations, vaporisation ou dans le bain [35] .

1.12. Toxicité des huiles essentielles

Alors que de nombreux ouvrages font référence a la toxicité de nombreux produits sur
le marché, la toxicité des huiles essentielles est moins investiguée. La plupart du temps,
sous le terme de toxicité sont décrites des données expérimentales accumulées en vue
d’évaluer le risque que représente leur emploi. Les interactions de ces produits avec les

médicaments sont aussi peu mentionnées [14].
Cependant quelques informations sur certaines toxicités sont décrites par la littérature :

En régle générale, les huiles essenticlles d’usage commun ont une toxicité par voie orale
faible ou tres faible avec des DL50 supérieures a 5g/kg. En ce qui concerne la lavande la
toxicité est faible autour des 5g/kg (donnée observée chez I’animal) [19]. Chez ’homme
des intoxications aigues sont possibles. Les accidents graves, les plus souvent observés
chez les petits enfants, sont provoqués par 1’ingestion en quantité importante d’huiles

essentielles.

Certains auteurs (Franchomme et al., 1990 ; Mailhebiau, 1994) se basent sur la
composition des huiles essentielles et les toxicités relatives des familles biochimiques

auxquelles elles appartiennent [36-37] .

Certaines huiles essentielles se révelent cytotoxique selon la phase dans laquelle elles
sont mises en contact (la toxicité du thym est augmentée par contact en phase liquide et

réduite en phase gazeuse, alors que c’est I’inverse pour la lavande[38].
1.13. Précautions d’emploi :

Les huiles essentielles doivent étre prises a bon escient et a doses adaptées afin

d’éviter de dommageables effets secondaires.

v" 1l ne faut jamais injecter d’huiles essentielles par voie intramusculaire ou veineuse.

v" Certaines huiles essentielles pures sont agressives pour la peau, comme I’huile
essentielle de thym vulgaire. 1l faudra donc les diluer dans une huile végétale
(amande douce, olive...).

v" 1l faut se laver les mains aprées toute application cutanée.

[19]
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v

v

Il ne faut jamais appliquer d’huile essentielle pure sur les yeux, le nez, le conduit
auditif, les muqueuses ano-geénitales.

Il ne faut pas mettre sur la peau des huiles essentielles avant toute exposition au
soleil.

Il est interdit de faire des aérosols d’huiles essentielles aux patients allergiques et
asthmatiques sans contréle médical,

Il faut faire attention aux interactions avec les traitements des patients. Les huiles
essentielles peuvent interagir avec un médicament. Par exemple, 1’huile essentielle
d’ail stimule la thyroide alors que celle de fenouil diminue son activite.

Il faut éviter d’utiliser I’huile essentielle de Mentha piperata sur une zone trop
étendue du corps car elle peut provoquer des convulsions, un effet vasoconstricteur
et anesthésiant. Elle est fortement contre-indiquée chez la femme enceinte, et chez
le nourrisson jusqu’aux enfants agés de moins de sept ans.

Il faut éviter de laisser les flacons a la portée des enfants[39-40].

1.14.Conservation des huiles essentielles

Les huiles essentielles de bonne qualité peuvent se conserver plusieurs années sous

certaines conditions, jusque cing ans pour les H.E.C.T par exemple. Seules les essences de

Citrus se gardent un peu moins longtemps (trois ans).

Les huiles essentielles sont volatiles, il ne faut donc pas oublier de bien fermer les flacons.

Il est préférable de les conserver dans un flacon en aluminium ou en verre teinté (brun,

vert, ou bleu) et de les garder a I’abri de la lumiere & une température ambiante jusque

vingt degrés[41].

II existe des normes spécifiques sur I’emballage, le conditionnement et le stockage des

huiles essentielles (hnorme AFNOR NF T 75-001, 1996) ainsi que sur le marquage des

récipients contenant des HE [6].
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11.1.Définition

Le Romarin (Rosmarinus officinalis L.) est une plante des coteaux arides
garrigues et lieux rocheux de la région méditerranéenne et méme un peu plus au Sud
jusqu’aux confins sahariens depuis 1’antiquité, il est employé pour améliorer et
stimuler la mémoire encore aujourd’hui en Grece, les étudiants en font bruler dans

leurs chambres en période d’examens [42].

Figure 11.1 : Rosmarinus officinalis L. (Biskra)

11.2.0rigine du nom :

- Nom commun : Romarin
- Autre nom : herbes aux couronnes, herbes aux troubadours, encensier,

arbre de marine ,rose de mere, rose de marine,roumaniou, roumarine .

- Nom scientifique : Rosmarinus officinalis L. , le mot romarin (Rosmarinus)
dérive du latin «Ros» rosée ;«Marinus» : marin ou de marine et en anglophones:

rosmary[43].
- Appellations régionales en algérie : en plus souvent
Région de I'Est :Eklil
Région de I'Ouest : Helhal

Région du Centre :Yazir [44].

[21]
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11.3. Description botanique

Le romarin est un arbrisseau de la famille des labiées, peut atteindre jusqu’a
1,5 métre de hauteur, il est facilement reconnaissable en toute saison a ses feuilles
persistantes sans pétiole, coriaces beaucoup plus longues que larges, aux bords
legerement enroulés, vert sombre luisant sur le dessus, blanchatres en dessous. La
floraison commence dés le mois de février (ou janvier parfois) et se poursuit jusqu’au
avril — mai. La couleur des fleurs varie du bleu pale au violet (on trouve plus
rarement la variété a fleurs blanches Rosmarinus officinalis L. albiflorus). Le calice
velu a dents bordées de blanc, elles portent deux étamines ayant une petite dent vers
leur base .Comme pour la plupart des Lamiacées, le fruit est un tetrakene (de couleur
brune) [43].

11.4.Classification

Régne : plantes
Embranchement : Spermaphytes
Classe : Dicotylédones

Ordre : Lamiales (labiales)
Famille : Lamiaceae

Genre : Romarinus

Espéce:Romarinus officinalis.L[45].

Figure 11.2 : Aspects morphologiques du Romarin[45].
I1.5.Habitat

Originaire des régions méditerranéennes, le Romarin pousse spontanément
dans le Sud de I’Europe. On le cultive dans le monde entier a partir de semis ou de

boutures au printemps.

[22]
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Il appreécie les climats chauds, modérément secs, les branches récoltées

pendant I’été sont séchées a I’air et a I’ombre[46].
11.6.Principes actifs :

Les principaux constituants du romarin responsables des différentes propriétés
sont :

e Les acides phénoliques : acide vanillique, acide caféique, acide
p-coumarique.
e Les flavonoides : genkwanine, cirsimaritine [47], ériocitrine, hesperédine,

diosmine, lutéoline [48], apigénine [49].
I1.7.Utilisation

Le Romarin est souvent cultivé pour son huile essentielle. Dans la médecine
traditionnelle ses parties ariennes sont utilisées par voie orale pour soulager la colique

rénale, les dysménorrhées et comme antispasmodique.
Il est considérée utile pour contrdler 1’érosion du sol[50].

L’huile du romain a été largement répandue pendant des siécles, comme un
des ingrédients en produits de beauté, savons, aussi bien pour I’assaisonnement et la

conservation des produits alimentaires [51].
1.8.Propriétés du Romarin

e Activité antibactérienne

Les effets des extraits aqueux et méthanoligues du Romarin, sur la
croissance du Streptococcus sobrinus et sur 1’activité extracellulaire de 1’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 Iactivité de la glucosyl transférase [52].

Afin de chercher de nouveaux antibiotiques et des agents antimicrobiens, une

autre étude a été élaborée par examiner les effets antimicrobiens des extraits des

(23]
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composés isolés de certaines plantes, sur I’ensemble de 29 bactéries et levures avec

pertinence dermatologiques.

L’extrait obtenu par le dioxyde de carbone(CO) 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 [53].
e Activité antifongique

La biosynthése de 1’aflatoxine a ét¢ inhibée totalement par I’huile essentielle
du Romarina une concertation de 450 ppm. Selon les résultats indiques, le potentiel
de cette huile essentielle en tant que préservatif naturel contre I’Aspergillus

parasiticus [54].

En utilisant la technique standard de diffusion sur gélose, ont évalué
I’activité biologique de 11 huiles essentielles y compris celle du Romarin, les
résultats ont montré que de ces huiles ont une activité inhibitrice modérée sur les
cing levures (Candida albicans, Rhodotorulaglutinis, Schizosaccharomycespombe,
Saccharomycescerevisiae , Yarrowialypolitica) examinées[55].

e Activité antivirale

L’¢évaluation de D’activité antivirale de I’extrait commercial du Romarin a
indiqué qu’il ya une inhibition de I’infection par le virus de I’immunodéficience
humaine (HIV) a la concentration trés basses.  Cependant, le carnasol a montré

une activité (anti-HIV) a une concentration modérée qui n’était pas cytotoxique[56].
e Activité ovicide

L’huile essentielle du Romarin s’est avérée un agent ovicide contre trois
especes de moustique (Anophelesstephensi, Aedesaegypti et Culexquinquefasciatus)
[57].

Cette huile présente une  activité répulsive contre les moustiques
(Aedesaegypti) )[58].
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e  Activité anti-oxydante

L’activité anti-oxydante du Romarin est connue depuis environ 30 années
[59].

En raison de ses propriétes anti-oxydantes, leRomarin est largement accepté

en tant qu’épicesdont 1’activité anti-oxydante la plus élevée[60].

Plusieurs auteurs ont étudié 1’utilisation des extraits du Romarin comme

antioxydant pour conserver les produits a base de viande [59- 61-62-63]
e Effet anti-cancérogene

Grace a certains composants (Carnosol, Rosmaridiphénol, Rosmanol et
I’acide rosmarinique), leRomarin est considéré comme une thérapie contre le

cancer[45].
e Effet anti-acétylcholinestérase

Des extraits aqueux et méthanoliques de 11 plantes utilisés dans la médecine
traditionnelles chinoise pour I’amélioration de la mémoire ontétéexaminées pour
¢évaluer leurs activitésinhibitrices d’acétylcholinestérase en utilisant la méthode
colorimétrique d’Ellman. L’extrait méthanolique du Romarin a montré une

inhibitionmodérée (17%) de I’enzyme a une concentration de 0.1%[64].
o Effet hypoglycémiant

Les observation apres 1’administration oral de différentes dose de I’extrait
éthanolique du Romarin a 3groupes de lapins (lapins ayant une glycémie normal
Japins ayant une hyperglycémie provoquée par I’administration oral du glucose ,
lapins diabétiques d’alloxaneont clairement montré que cet extrait exerce une

activité hypoglycémiante remarquable a une dose de200 mg /kg [65].
o  Effet anti-hépatotoxique

De nombreuses études ont été réalisées pour étudier Ieffet anti
hépatotoxique du Romarin, le travail a été concentré pour I’évaluation de I’efficacité
de I’extrait méthanolique du Romarin pour normaliser certains parametres

histologiques et biochimiques du foie, aprés 1’ingestion d’un hépato toxine le

[25]
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tétrachlorure de carbone(CCL,). les résultats ont indiqué que cet extrait a empéché
la peroxydation lipidique, (I’information ,lanécrose, normalisé les taux de la bilirubini
Jaglycogéne et I’activité du 1’alanine aminotransférase) et enfin il augmenté I’activité

du glutathion-S-transférase (GST) [66].
11.9.Composition biochimique du Romarin

L’huile essentielle du Romarin (1 a 2% dans la plante) contient : de I’a —
pinéne (7 & 80%), de la verbénone (1 a 37%), du camphre (1 a 35%), de I’eucalyptol
(1 a 35%), du bornéol (4 a 19%), de I’acétate de bornyle (jusqu’a 10%) et du
camphéne. En plus de I’huile essentielle on trouve dans le Romarin: 2 a 4 % de

dérivés triterpéniques tels que : 1’acide

ursolique , I’acide oléanolique ,I’acétate de germanicol ; des lactones diterpéniques :
picrosalvine, dérives de I’acide canosolique, romanol,romadial,des acides phénolique,
des acides gras hydroxylés surtout des dérivés de 1’acide décanoique, des acides gras

organiques : I’acide citrique, glycolique, et glycérique, des stérols, de la choline , du

mucilage [8],et de la résine[67].
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I11.1.Matériels utilisé

111.1.1.Matériel végétal

Il est constitué de la plantes Rosmarinus officinalis L. qu'est collectée au niveau de

I’université mohamed khider Biskra.

La partie sur laquelle nous avons basée notre travail est la partie aérienne de

Rosmarinus officinalis L. (feuilles).
111.1.2.Matériel au laboratoire
Les matériels utilisés sont les suivants :

- bec bunsen

- les tube a essai et les boite de pétrie
- les flacons

- Papier whatman( @=6mm)

- Ecouvillon

v Les appareils :

Plusieurs appareils utilisés pour étudier l'activité antibactérienne de Rosmarinus

officinalis L. le tableau suivant site ces appareils.

Tableau I11.01 : les appareils de laboratoire utilisés

Matériel Utilisation

Appareil d'hydrodistillation de type Clevenger | Extraction des HES

Agitateur plague chauffante Préparation du milieu de culture

Réfrigérateur Conservation des échantillons

Autoclave Stériliser les matériels et les milieux
de culture

Etuve réglée a 37C incubation les souches bactériennes

Micropipette(500ul) Préparation de microvolumes

v' Réactifs :

les antibiotique : Gentamicine , utilisés comme témoin (+) pour les actvités
antibactériennes d’HE
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111.1.3. Produits utilisés
- Méthanol(CHs-OH).
- Ethanol (C;Hs-OH).
- Sulfate de sodium(Na;SO,).
- Chlorure du ferre (FeCL 3).
- Ether diéthylique(CH3CH,OCH,CHj3).
- Chloroforme(CHCLs3).
- Acide acétique(CH3COOH).
- Acide sulfurique(H,SOy).
- Hydroxyde d'ammonium(NH;OH)
- Chlorure d'hydrogene(HCL)
- Chlorire de soudium (NaCl)
- Diméthulsulfoxyde (DMSO)

v" Milieu utilisés :
On utilis deux milieux de culture :
- Gelose nutrive : utilise pour I'obtention du souches jeunes

- Milieu mueller Hinton : utilisé a I'etude antibactérienne de I'HE
111.1.4 .Matériel biologique

Les souches utilisées dans les tests font parties des microorganismes, qui
sont des pathogenes et des contaminants. Le support microbien est composé d'Escherichia
coli, Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa qui ont eté isolées des produits
pathologiques provenant de laboratoire de bactériologie de I'ndpital « hakim saadan » de
Biskra.

- Escherichia coli (ATCC25922)
- Pseudomonas aenuginosa (ATCC27853)
- Staphylococcus aureus (ATCC25923)
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e Staphylococcus aureus ATCC25923

Les staphylocoques sont des coccis a gram positif qui tendent a se grouper en amas
[68] , irrégulier a la facon d’une grappe de raisin . Staphylococcus aureus est un germe
aérobie - anaérobie facultatif [69], doit son non d'espéce a l'aspect pigmenté de ses
colonies. Il tient une place tres importante dans les infections communautaires et
nosocomiales, possede une coagulasse, ce qui le distingue de la plupart des autres espéces
de staphylocoques. La bactérie est trés répandue chez I'nomme et dans de nombreuses
espéces animales. Chez I'homme, environ un tiers des sujets sont des porteurs sains qui
hébergent la bactérie au niveau des muqueuses et des zones cutanées humides. 1l développe
rapidement des résistances aux antibiotiques et les souches hospitalieres ne sont souvent

sensibles qu'aux glycopeptides[68].
e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Le genre pseudomonas est fait de bacilles mobiles aerobies stricts, se cultive
facilement sur les milieux usuels. Pseudomona aeruginosa (ou bacille pyocyanique) se
caractérise par la pigmentation bleu-vert de ses colonies [68]. C'est une bactérie ubiquiste
qui vit normalement a I'état de saprophyte dans I'eau et le sol humide ou sur les végétaux.
Cette bactérie peut vivre en commensale dans le tube digestif de I'homme et des divers
animaux. Considéré comme une bactérie pathogene opportuniste c'est le germe-type des

infections hospitalieres ou nosocomiales .
e Escherichia coli ATCC 25922

C'est I'espece dominante de la flore aérobie du tube digestif. Escherichia coli est
habituellement une bactérie commensale. Elle peut devenir pathogene si les défenses de

I'néte se trouvent affaiblies ou si elle acquiert des facteurs de virulence particuliers [68].
111.2.Méthode expérimentale

I11.2.1.Les tests chimiques

Ce sont des techniques qui permettent de déterminer les différents groupes
chimiques contenus dans un organe végétal. Ce sont des réactions physicochimiques qui

permettent d'identifier la présence des substances chimiques.
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Les groupes phytochimiques sont nombreux, mais on peut citer les principaux : les
alcaloides, les polyphénols (flavonoides, anthocyanes, tannins), les saponosides, les

stéroides, les coumarines, les stérols, les terpenes...etc.
111.2.1.1 Test des saponosides

2 g de poudre de la plante est melangé a 80 ml d'eau distillée puis porter a
I'ébullition pendant 5 minutes. On filtre, I'extrait est ensuite refroidi et agité
vigoureusement pendant 2 minutes. La formation d'une mousse plus ou moins importante

indique la présence de saponosides [70,71].
111.2.1.2.Test des flavonoides

10g de plante, mise en poudre , est pesé puis mélangé a 150 ml d'une solution HCI
(1%). Ce mélange est macéré durant 24 h, aprés filtration on ajoute NH,OH au 10 ml du
filtrat jusqu'a la basicité. L'apparition d'une couleur jaune claire implique la présence des
flavonoides [70,71].

111.2.1.3.Test des stérols et terpénes

5¢g de plante, mise en poudre , a été mis dans 20 ml de chloroforme et filtrer, ajouté
au filtrat 1ml d'H,SO, avec précaution sur les parois du tube. Le point de rencontre entre
les deux phases donne une couleur verte qui indique la présence des stérols insaturés et
terpenes [70,71].

111.2.1.4.Test des Tanins

10g de plante, mise en poudre , on extrait par I'alcool éthylique 50%, puis on filtre ,
on ajoute au filtrat quelques gouttes FeCls (1%). En présence de tanins, il se développe une

coloration verdatre [70,71].
111.2.1.5.test des cardénolides

prendre 1 g du produit sec , macérer dans 20ml d'eau distillée puis filtrer, prélever
10ml du filtrat. Ce lui-ci est ensuite extraite avec un mélange de 10ml CHCI; |,
C,HsOH(1:1),évaporer la phase organique, dissoudre le résidu dans 3ml d'acide acétique
glaciale, ajouter quelque gouttes de FeCls suivi de 1ml d'H,SO,.La présence de la couleur
verte bleus dans la phase acide indique la présence des cardénolides.
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111.3.Les huiles essentielles
111.3.1.Procédé d’extraction

L'extraction de I'huile essentielle a eté effectuée par hydro distillation en utilisant

I'appareil de clévenger (figure I11.1).

5009 de plante séche(romarin) est introduite dans un ampoule de 2L au-dessus
d'une ballon imprégné de I'eau distillée, I'ensemble est porté a ébullition pendant 3
heures. Les vapeurs chargées d'huile ; en traversant un réfrigérant se condensent et chutent
dans une ampoule a décanter, I'eau et I'huile se séparent par différence de densité. Les

huiles essentielles récupérées dans de petits flacons opaques et stockée a 4°C.

Figure 111.1: Montage d’hydrodistillation employé pour I’extraction de 1’huile essentielle.

Huile de Rosmarinus

Hydrolat

Figure 111.2: Huile essentiel de  Rosmarinus officinalis L.
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111.3.2.Plan d’extractio

[ Matériel végétal sec + Eau ]

J\/L Hydro distillation —Chauffage
[ Vapeur+ HE

l/L Condensation

Eau+Traces d’HE

l/L L Décantation

HE+Hydrolat

[ HE pur Séparation [ Hydrolat ]

Figure 111.3 : Les étapes d’extraction d’huile essentielle
111.3.3.Calcul du rendement

le rendement en huile essentielle (RHE) est défini comme étant le rapport entre la
masse d'huile essentielle obtenue aprés I'extraction (M") et la masse de la matiére végétale
utilisée (M). Le rendement est exprimé en pourcentage, il est exprimé par la formule

suivante :

!

M
RHE (%) = 5 X 100

RHE : Rendement en huile essentielle en %.

M': Masse d’huile essentielle en gramme.

M : Masse de la matiére vegétale seche utilisée en gramme [6].
111.3.4.Calcule de la densité

Elle constitue un point de repere important car sa valeur permet d'avoir une idée

sur la composition chimique de I'HE. La densité est donnée par I'expression suivante :
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d= My. Mp; M -Mg
mMp: la masse du flacon vide.
m;: la masse du flacon rempli d'eau distillée.

m,: la masse du flacon rempli d'HE [6].

111.4. Méthodes d’évaluation de I’activité antibactérienne de ’HE

Pour mettre en évidence 1’activité antibactérienne de Rosmarinus officinalis L.,
nous avons utilisé la méthode de diffusion sur disques, la méthode de dilution vis-a-vis
trois souches bactériennes ; trois souches de référence ATCC Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Pseudomonas aerugenosa ATCC 27853et Escherichia coli ATCC 25922 .

111.4.1.Méthode de diffusion sur disque ( I'aromatogramme)

La méthode de diffusion a été utilisée pour mettre en évidence 1’activité
antibactérienne. Une suspension bactérienne de 18 & 24 heurs de chaque souche
antibactérienne est préparée avec 1’eau physiologieque (NaCl).

Des boites de Pétri contenant la gélose de Mueller Hinton sont inoculées. A la surface de
chaque boite on dépose six disques de papier filtre (Whatman n° 5) stériles de 6 mm de
diameétre imbibés par 10 pl de différentes concentration d’huile essentielle supplémentée de
DMSO (HE, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 et DMSO). L’ensemble est incubé pendant 24 heur a 37°C.
Cette méthode est dite I’aromatogramme.

La sensibilité des bactéries aux antibiotiques est appréciée selon le méme protocole avec
des disques standard de 10ug. Cette méthode est dite I’antibiogramme.

Aprés 24 heurs d’incubation, une zone ou un halo clair est présent autour du disque Si
I’huile essentielle inhibe le développement microbien.

Dans la technique de diffusion il y a une compétition entre la croissance de la bactérie et la

diffusion du produit a tester [72] .
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colonies des bactérie
zone d'inhibition
disque imbibée avec

I'huile essentielle

Figure 111.4: Méthode de diffusion sur disque

111.4.2.Ré-isolement des souches bactériennes
On a fait un prélevement des souches bactériennes qui sont testés par anse
et ensemences selon la méthode de stries sur une boite de Pétri coulée par gélose nutritive

puis incuber 18 a 24 heurs & 37 °C, pour I’obtention des souches pures et jeunes.

Figure 111.5: Ré-isolement des souches
111.4.3.Préparation du milieu de culture

La gélose milieu Mueller —Hinton .est préparée en dissolvant 39g de poudre de
gélose dans un 500 ml d'eau distillé dans un erlene placées sur un agitateur plaque-
chauffante.la gélose dissolue est versée dans des flacons puis stérilisées dans l'autoclave a
120C° pendant 20mn, et en fin conservée dans le réfrigérateur a 4°C avant utilisation
milieu Mueller —Hinton .est fondu dans un bain marie a 95C° et coulée en boite de pétrie
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sur un épaisseur de 3 mm (environ 10 ml par boite),les géloses sont pré-séchées avant

I'emploi.

Figure 111.6 : Ecoulement du milieu de culture.
I11.4.4.Préparation de I'inoculum

A partir des boites contenant les germes pathogénes ( Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa ,Escherichia coli )a partir des pré-cultures congelées, on racle 3

colonies a l'aide d'une pipette pasteur,puis on la décharge dans un tube de l'eau

physiologique stérile.

On dépose une goutte de suspension bactérienne, préparer sur la gélose coulée dans
un boite de pétrie, puis on I'ensemence a l'aide de pipette pasteur.

les boites préparées sont incubées a 37°C pendant 18 a 24h

Figure 111.7: Inoculum de différent souche bactériennes.
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111.4.5.L"ensemencement

Cette opération se fait apres la préparation de l'inoculum ,avec un écouvillon on
prend des colonies bactérienne et on met dans 2ml d'eau physiologique, on trempe
I'écouvillon stérile dans la suspension bactérienne. Puis on flotte I'ecouvillon sur la totalité

de la surface de MH, en haut et bas ,en strie serrées, un étalement uniforme en nappe.

Figure 111.8 : Ensemencement bactérien

111.4.6.Préparation des dilutions de I'HE

On prépare 4 tubes en verre stériles(1/2,1/4,1/18,1/16) ;le premier contient 500ul
de DMSO et 500 pl de diluant (DMSO) .On ajoute dans le deuxiéme tube(1/4) 500 pl du
premier tube(1/2) et 500 ul DMSO , agiter bien. On répéte le procédé jusqu'on terminé,

Comme le montre le Tableau 18.

500 pl de solution (1/2)+500ml 500l desolution(1/4)+500ml
de DMSO

de DMSO

500ul desolution(1/8)+500ml

de DMSO

+500 pl de DMSO

Il
1/4 - -

[ 500 pl de HE pure
1/8

1/16

Figure 111.9 : Préparation des dilutions
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111.4.7. Préparation des disque

On a coupé le papier de whatman en disque de 6mm, ces disque doivent posséder
un contour régulier pour donner une zone d'inhibition que I'on peut mesurer facilement

.Ces disque sont stérilisés dans un autoclave pendant 20minutes a120°C.
111.4.8. Application des disques

On utilise une pince pour mettre 7 disques dans le boite, & I'aide d'une micropipette
on imbibe chaque disque par 10 pl d'extrait : les quatre disques contient les dilution
(1/2,1/4,1/8,1/16) et le cinquiéme disque pour I'huile pure, et le sixieme pour DMSO et le
dernier contient 10 pl de ATB.

Figure 111.10 : L'application des disques.

111.4.9.Lecture de I'aromatogramme

L'activité antimicrobienne se manifeste par I'apparition d'un halo d’inhibitions de

la croissance microbienne autour des disques contenant I'extrait a tester.

Le résultat de cette activité est exprimé par le diamétre de la zone d'inhibitions et

peut étre symbolisés par des croix. La souche ayant un diametre :

- D<0.8cm : Souches résistante (-).
- 0.99cm<D<I.4cm : Souches sensible (+).
- 1.5cm<D<1.9cm : Souches trés sensible (++).

- D>2mm : Souches extrémes sensible (+++)[73]

Mesurer avec précision les diamétres des zones d’inhibitions a I’extérieur de la

boite fermée.
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Le Classement des bactéries se fait dans 1'une des catégories : sensible ou
résistante[73].

Disque de papier . B
imbibé d'huile Tapis bactérien
essentielle
4®) ——
Incubation a 37°C
27 pendant 24 heures
bactérien : |
" >
Boite d? Pétn Diameétre
o ge ose d'inhibition
nutritrive

Figure 111.11 : Aromatogramme[72]

Remarque : Les essais sont répétés trois fois.
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Chapitre IV

Résultats et Discussion

IV.1.Caractéristiques organoleptiques

L'huile essentielle de Rosmarinus offisinalis L. est extraies par technique de

hydrodistillation, il est liquide mobile, d’une coloration jaune clair et a odeur

camphreée, les resultats obtenus sont représentés dans le tableau 02.

Tableau 1V.01 : Caractéristiques organoleptiques de I’huile essentielle de

Rosmarinus Officinalis L.

Aspect Couleur Odeur
L’AFNOR Liquide mobile, | Presque incolore | Caractéristique fraiche, plus ou
limpide a jaune pale moins camphrée selon 1’origine
Huile essentielle | Liquide mobile | Jaune clair Camphrée

Notre huile essentielle est obtenus par hydrodistilation est la méthode normé pour

I’extraction d’une huile essentielle

[74] . les paramétres organoleptiques de notre

huile essentielle sont en accord avec ceux répertoriés dans les normes AFNOR [6].

V-2 Caractéristiques organoleptiques des H.E de Rrosmarinus

officinalis L.

L'HE de Rosmarinus officinalis L. est limpide, jaune clair avec une odeur
caractéristique fraiche (Figure IV.1).

Figure IV.1 : HE de Rosmarinus officinalis L. obtenue par hydrodistillation.
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Chapitre IV Résultats et Discussion

IVV.3. Résultats des tests du tests chimique

Tous les résultats obtenus apres les tests chimique sont présentés dans le
(tableau 04)

Tableau 1V.2 :Résultats des testes chimiques

Principe actif Résultats obtenu de
Romarin
Huile essentiel +
Flavonoides +
Tanins +
Cardénolides -
Saponosides +
Stéroles saturés et terpéne +

IV.4. Discussion :
1V.4.1.Les caractéristiques physico-chimiques des HE de R. officinalis L.

Les caractéristiques physico-chimiques des HE de R. officinalis L. sont résumés dans
le tableau 05 :

Tableau 1V.3 : Les caractéristiques physico-chimiques des HE de R. officinalis L.

Propriétés valeur pratique Référence
Rendement (%) 0.54% 0.5-2%
Densité (g/cm) 0.912 0.905-0.921

Le rendement 0.54%est conforme avec les normes AFNOR.(0,5-2), Cela peut étre
due aux différents facteurs qui rentrent en jeu, parmi eux on cite la nature du sol, la période de
la récolte, la durée de séchage, le mode d'extraction. La densité est faible puisque il contient

plus des monoterpénes[28].
1V.4.2.Résultats du test du pouvoir ['activité antibactérienne

1V.4.2.1. Résultats de I'aromatogramme

L' activité antibactérienne d’huile essentielle de 1'huile essentielle de R.officinalis.L
est évaluée sur trois germes pathogenes d'origine  hospitaliére(Escherichia  coli,
Staphylocaccus  aureus, Pseudemonas) aprés 24 heurs d'incubation a une température
adéquate de 37°C.
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Chapitre IV Résultats et Discussion

Cette activité est évaluée par la méthode d'aromatogramme, le pouvoir
antibactérienne de cette huile essentielle est obtenu par la mesure du diametre de zone

d'inhibition en (cm) a l'aide d'une régle.

Figure IV.4: Les zones d'inhibition de I’huile essentielle testée(pseudomonas)

Toutes les résultats de I'aromatogramme(diamétres des zones d'inhibition en cm de
chaque dilution, DMSO et I'ATB) sont donnés dans le (Tableau IV.4)
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Résultats et Discussion

Tableau IV.4 : Résultats de l'aromatogramme(diametres des zones d'inhibition en cm de
chaque dilution, DMSO et 'ATB)

Produits | ATB HE HE | HE HE HE
testés Témoin | PURE | (1/2) | (1/4) | (1/8) | (1/16)
DMSO
Souches
bactériennes
1.5 - - 0.7 0.7 0.8 0.8
Escherichia coli 1.6 - - 1.1 0.8 1.1 0.8
1.6 - - 0.7 0.9 0.8 0.8
Moyenne 1.566 - - 083 | 038 0.9 0.8
Staphylococcus 2.2 - - 1.1 0.9 1.1 0.8
aureus 2 - - - 15 0.8 -
2.4 - - - 0.7 1.1 -
Moyenne 2.2 - - 0.36 | 1.03 1 0.26
1.7 - - 0.6 0.7 0.8 1
Pseudomonas 1.8 - - - 0.7 - 0.7
1.5 - - - - - 0.8
Moyenne 1.66 - - 0.2 | 0.466 | 0.266 | 0.83

Notes: (- ): pas d’inhibition, DMSO: témoin, ATB: antiboitique, HE: huile

essentielle
2,5 7
5 2
c
i)
-
é 1,5 -
< W E,coli
g
- W Staphylococcus Aureus
@
< [ Pseudomonas
=) i
N 0,5
O T T T T T -I -I
1/2 1/4 1/16 ATB DMSO HE
pure
Dilution

Figure 1V.5 : Histogramme présent les zones d’inhibition pour toutes les
souches bacteries
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A partir les résultats des diametres des les zones d'inhibition dans le (Tableau
IV.4) et (Figure IV.5). On remarque que l'extrait de Romarin possede une activité
antibacterienne différente contre E.coli par et staphylococcus aureus et le
pseudomonas aenuginosa, donc la souche E.coli et le staphylococcus aureus sont des

souches sensibles a I'huile essentielle .enfin le pseudomonas aenuginosa résistante.

On remarque aussi le diamétre de zone d’inhibition des antibiotiques utilisées
est plus grande que celui des zones d’inhibitions des dilutions d’HE, I’HE pur et de
DMSO.

Le DMSO n’a aucune activité antibactérienne , donc une zone d’inhibition
autour de disque imbibé par DMSO, est totalement absente . C’est le méme pour I’HE

pur
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Conclusion générale

Conclusion générale

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs
connus par leurs propriétés thérapeutiques.

Le présent travail est consacré a la détermination du rendement, de la
composition chimique et des propriétés antibactérienne de I’huile essentielle extraite

de la plante Rosmarinus officinalis L. récoltée dans la région de Biskra (Algérie).

Rosmarinus officinalis L. présente un intérét direct. L’analyse de leur contenu
chimique nous a permis, de caracteriser la présence des différentes familles de
composés: flavonoides, saponosides, tanins, stérols, stéroides.

La valeur du rendement en huile essentielle de la partie aérienne de
Rosmarinus officinalis était de 0.54%. Cette valeur est identique avec celles obtenus

chez d’autres études de la méme espéce

Les huiles essentielles de romarin ont été analysées selon la méthode standard
AFNOR afin de déterminer les constantes physiques habituelles définissant I'huile
essentielle extraite par hydrodistillation : densité relative, I'indice de réfraction, indice
d'acide.

les résultats obtenues montre que la valeurs de la densité relative est égale a
0.912 g/cm

La comparaison de cette valeur a ceux de la norme AFNOR relative a 1’huile
essentielle de romarin (Rosmarinus officinalis L.) a montré clairement que les huiles
essentielles issues de la méthode d’extraction hydrodistillation est conformes a la
norme AFNOR

De méme que I’activité biologique de I’huile du Romarin donné un pouvoir
antibactérien tres important surtout sur Escherichia coli, Staphylococcus aureus.

A la base de resultats trouvés on peut prédire que nos huiles essentielles

peuvent servir comme base de lutte biologique.
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Résumé

Les huiles essentielles possédent des activités antibactériennes importantes et peuvent se substituer avec
succes aux antibiotiques qui montrent leurs inefficacités a I'encontre des microorganismes résistants .ce qui
nous a conduits a effectuer I'étude de [l'activité antibactériennes d'huile essentielle de la plante Rosmarinus
officinalis.L.

L'extraction a été réalisée par hydrodistillation de type clevenger. D'aprés les résultats obtenus on
remarque que le rendement en HE est de l'ordre de 0.54% est conforme au standards international.

Les résultats des analyses physicochimiques de 1’huile essentielle sont conformés aux normes (AFNOR).

Les huiles essentielles de Rosmarinus sofficinalis L. présente un effet antimicrobienne intéressent

principalement contre I'Escherichia coli et le Staphilococcus aureus.

Mots clés :HE, activité antimicrobienne,analyses physicochimiques, Rosmarinusofficinalis.L

Abstract:

Essential oils have important antimicrobial activities and can replace with success antibiotics which show
their inefficiency against resistant microorganisms. In this study we have tested the antimicrobial activities

of Romarinus and study the propriety physicochemical of essential oil extract.

The extraction was carried out by distillation Clevenger's type apparatus .After result obtain we find that the

revenue of essential oil is 0.54 % this value acceptable to norm.

The result of analyses physicochemical of essential oil adapt to norm (AFNOR).

The essential oil of Rosmarinus officinalis.L has an effect against interest mainly Echirechia coli and
Staphylococcus aureus

Key Words : essential oil , antimicrobial activities, physicochemical analyses , Romarinus
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